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RESUMO 
Os alfa-hidroxiácidos (AHAs) são ácidos carboxílicos com um grupo hidroxilo ligado 
ao primeiro carbono (alfa). Podem ser obtidos a partir de fontes naturais tais como: cana do 
açúcar (ácido glicólico), leite azedo e mel (ácido láctico), maçã (ácido málico), citrinos 
(ácido cítrico) ou, sintetizados em laboratório. São amplamente incorporados nos produtos 
cosméticos em concentrações de 5 a 20% com funções de limpeza, condicionadoras, para 
melhorar a aparência da pele, reduzir as linhas e as rugas. Têm igualmente sido usados no 
tratamento dos sinais de foto-envelhecimento e, como adjuvantes terapêuticos, em situações 
clínicas como o acne e a hiperpigmentação pós-inflamatória, geralmente resultante de acne, 
rosácea papulo-pustular, melasma, queratose actínica e seborreica. No que respeita à 
segurança, estão descritas reacções dermatológicas adversas associadas à aplicação de 
produtos cosméticos contendo AHA, designadamente: sensação de queimadura, dermatite ou 
rash, entumescimento, alterações da pigmentação, aparecimento de pápulas e pústulas, 
prurido, irritação, queimadura química e, fotossensibilidade. Em 1997 o painel de 
investigadores do CIR (Cosmetic Ingredient Review) conduziu um estudo para avaliação da 
segurança dos ácidos glicólico e láctico, tendo concluído que as formulações cosméticas 
contendo estes ingredientes devem possuir concentrações ≤10%, com um pH final ≥3,5. 
O presente trabalho teve como objectivo o desenvolvimento, caracterização e 
avaliação da estabilidade de geles contendo AHAs (ácido láctico, ácido glicólico). Após 
selecção das formulações mais estáveis, avaliou-se in vitro a permeação cutânea dos AHAs e, 
a influência da adição de um promotor cutâneo bisabolol às formulações desenvolvidas. 
Foi desenvolvido um gel hidrofílico de ácido glicólico e láctico de acordo com as 
recomendações do CIR, formulado com diferentes polímeros (goma xantana, 
hidroxietilcelulose (HEC), goma guar e goma esclerótica). Os polímeros hidroxietilcelulose 
(HEC) e goma esclerótica foram seleccionados para prosseguir os estudos de estabilidade e 
de permeação, após a sua caracterização físico-química e microbiológica.  
Quatro formulações resultantes da combinação de ácido glicólico e ácido láctico com 
os polímeros seleccionados, foram avaliadas através de um protocolo de estabilidade. 
Durante 360 dias, registaram-se as alterações ao nível macroscópico, pH, doseamento do 
ingrediente, propriedades reológicas e, alterações microbiológicas para os geles armazenados 
à temperatura ambiente e a 37ºC. 
Face aos resultados obtidos no ensaio de estabilidade, foram seleccionadas as 
formulações com ácido glicólico para efectuar os ensaios de permeação in vitro. Foram 
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avaliados os perfis de permeação do ácido glicólico a partir de geles formulados com os dois 
polímeros diferentes através da membrana sintéticas de celulose, silicone e pele humana, na 
presença e na ausência do promotor cutâneo bisabolol. 
 Os ensaios de permeação cutânea in vitro permitiram concluir que as formulações de 
ácido glicólico desenvolvidas, não penetram a epiderme humana. Contudo, a adição do 
bisabolol às formulações desenvolvidas promoveu a permeação cutânea do ácido glicólico. 
Para além das propriedades cicatrizantes, calmantes e anti-irritantes, o bisabolol, pode ser 
vantajosamente utilizado, em baixas concentrações, proporcionando uma actuação do AHA a 
um nível mais profundo. Em condições particulares, devidamente comprovadas, as 
membranas de silicone podem ser utilizadas em substituição de pele para estudos de 
permeação. 
 
 
Palavras Chave: AHAs, gel, hidroxietilcelulose, goma esclerótica, permeação 
cutânea, bisabolol, células de Franz. 
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ABSTRACT 
Alpha-Hydroxyacids (AHAs) are carboxyl acids substituted with a hydroxyl group 
on the alpha carbon. They can be obtained from natural sources such as: sugar cane 
(glycolic acid), sour milk and honey (lactic acid), apple (malic acid), citrus fruits (citric 
acid) or may be made synthetically. AHAs have been widely incorporated into cosmetic 
products in concentrations ranging from 5-20% for purposes of cosmetic benefits such as 
cleansing, conditioning, improved skin tone, less lines and wrinkles. They have also been 
used in the treatment of photoaging and as an adjuvant for the treatment of clinical 
conditions like acne, pós-inflamatory hyperpigmentation, rosacea, melasma, ichthyosis, 
and actinic keratosis. Concerning safety, dermatological adverse reactions like burning 
sensation, dermatitis or rash, pigmentation alterations, papules and pustules, irritation, 
chemical burning, and photosensitivity, have been reported in association to the use of 
cosmetic products containing AHAs. In 1997 the CIR recommended that cosmetic 
products should have a concentration of Glycolic Acid, or Lactic Acid and their 
derivatives no greater than 10,0% w/w, and the pH of any product should be greater than 
3,5. 
Following the CIR recommendations, a glycolic acid and lactic acid hydrophilic gel 
was developed and formulated with different polymers (xantam gum, 
hydroxyethylcellulose, guar gum, sclerotic gum). Hydroxyethylcellulose (HEC), and 
sclerotic gum polymers were selected to continue the stability and permeation studies, 
after physicochemical and microbiological characterization.  
       The combination of glycolic acid and lactic acid with the selected polymers resulted 
in four formulations, that were evaluated according to a stability protocol. During 360 
days, the macroscopic appearence, pH, apparent viscosity, quantification of the active 
ingredient, rheological characterization and microbiological changes were resgistered for 
the gels stored under room temperature and at 37 ºC. 
According to the stability assay results, the glycolic acid formulations were selected 
for the in vitro permeation studies. The permeation profile of glycolic acid gel formulation 
based in two different polymers were evaluated through syntetic membranes of cellulose, 
silicone and human skin, formulated with or without the cutaneous enhancer bisabolol. 
The in vitro permeation studies alow us to conclude that the glycolic acid developed 
formulations do not penetrate the human epidermis. However, the adition of bisabolol to 
the formulations, allowed the cutaneous permeation of glycolic acid. Besides anti-irritant, 
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calming, and anti-bacterial properties, bisabolol, could be used, in low concentrations, 
allowing a deeper penetration of the AHA. In particular conditions, particularly 
demonstrated, silicone membranes could be used instead of human skin in the permeation 
studies. 
 
 
 
 
Keywords: AHAs, gel, hydroxyetylcellulose, sclerotic gum, cutaneous permeation, 
bisabolol, Franz cells. 
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1.1. ESTRUTURA E FUNÇÃO DA PELE 
A pele é um dos órgãos mais extensos e acessíveis do corpo humano, constituindo 
quase um sexto do seu peso total. É um órgão elástico e duro que se regenera em condições 
normais. Possui múltiplas funções, tem um importante papel na manutenção da temperatura 
corporal, está em constante contacto com o ambiente externo, protege o organismo dos 
efeitos nocivos da radiação ultravioleta e, é responsável em conjunto com a luz solar, pela 
síntese da vitamina D 1. 
Analisando a histologia da pele, verifica-se que é composta por três camadas: a 
epiderme, a derme e a hipoderme. A epiderme, camada não vascularizada, com 
aproximadamente 0,1-0,3 mm de espessura, a derme, altamente vascularizada, e a hipoderme 
(tecido subcutâneo) 2.  
A epiderme é constituída por tecido epitelial e consiste numa camada em constante 
dinamismo: as células produzidas por mitose na camada germinativa adjacente à derme 
sofrem mudanças maturacionais que se relacionam directamente com a produção de 
queratina; a camada externa é continuamente queratinizada e substituída pelo movimento 
progressivo e maturação das células da camada basal. A taxa de mitose nesta camada iguala a 
taxa de descamação, regenera uma camada de células por dia, o que resulta na substituição 
integral do Estrato Córneo (EC) cada duas ou três semanas. As fases deste processo dinâmico 
são representadas pelas cinco camadas morfológicas 3.  
• Estrato germinativo (basal ou de Malpighii), constituído por células cúbicas que 
formam uma única camada separada da derme por uma membrana basal, à qual se 
ligam por meio de numerosos hemi-desmossomas; a adesão intercelular está a cargo 
de desmossomas. Esta camada caracteriza-se por uma elevada actividade mitótica. Os 
melanócitos, responsáveis pela pigmentação da pele, estão confinados a esta camada. 
• Estrato espinoso, cujas células são grandes, poliédricas, com nucléolos proeminentes 
e basofilia citoplasmática indicativa de elevada actividade sintética proteica. O 
produto predominante destas células é a citoqueratina, uma proteína fibrilhar que se 
agrega formando tonofibrilhas. 
• Estrato granuloso, as células desta camada são caracterizadas por densos e numerosos 
grânulos basófilos, designados grânulos querato-hialinos, que tendem a esconder as 
tonofibrilhas. Pensa-se que o processo de queratinização envolva a combinação de 
tonofibrilhas e elementos querato-hialinos para formar o complexo maduro final. 
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• Estrato lúcido, aparece em preparações de epiderme muito espessa sob a forma de 
uma camada homogénea entre os estratos granuloso e córneo. Representa meramente 
uma zona de transição comprimida entre estas duas camadas. 
• Estrato córneo (EC), constituído por células mortas, achatadas, desprovidas de núcleo 
e outros organelos e repletas de queratina no seu interior. As junções celulares 
(desmossomas) vão acabando por se desintegrar, levando à descamação da epiderme.  
 
A camada mais externa da epiderme, o EC, varia a sua espessura de 10-40 µm, de 
acordo com a zona anatómica. Esta camada não é homogénea em todo o organismo. Existem 
diferenças significativas na sua estrutura e composição química nas diferentes zonas do corpo 
4. De uma forma conceptual, o EC representa-se como um modelo de duas fases: a fase 
proteica, e a fase lípidica intersticial 5. 
O corte longitudinal do EC revela na sua constituição 15-25 camadas de células 
hexagonais, espalmadas, solidificadas e cornificadas – os corneócitos. Cada corneócito é 
constituido por filamentos insolúveis de queratina (70%).  
A região intercelular lipídica existe como uma fase lipídica contínua, ocupando cerca 
de 20% do volume do EC e está organizada numa estrutura multilamelar. É composta por 
colesterol (27%), e ceramidas (41%), juntamente com ácidos gordos livres (9%), esteres de 
colesterol (10%), e sulfato de colesterol (2%) 6. Os lípidos foram quantificados na epiderme 
germinativa, em diferenciação e queratinizada, observando-se uma depleção progressiva dos 
fosfolípidos acompanhada de um aumento dos lípidos neutrais, especialmente esteróis e 
esfingolípidos 7. Estas alterações na composição lipídica podem estar envolvidas na 
modulação da permeação cutânea e possivelmente na regulação da coesão e desquamação do 
EC 8.  
Assume-se que o EC, representa a maior barreira à entrada em circulação de 
substâncias depositadas na superfície da pele. As propriedades barreira associadas ao EC, são 
consequência da elevada densidade desta camada cutânea (1,4 g/cm3 no estado seco) 9, tal 
como de uma estrutura lamelar lipídica intercelular, altamente estruturada e estável 6.  
O EC constitui a principal barreira contra o ambiente, uma vez que está 
constantemente exposto a fontes de radicais livres de oxigénio, como a luz ultravioleta, o 
ozono e a poluição. Estas espécies reactivas de oxigénio estão envolvidas em fenómenos 
como o cancro, o envelhecimento e condições inflamatórias da pele. Para a proteger dessas 
agressões, a pele está munida de diversos sistemas anti-oxidantes enzimáticos, como a 
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catalase, superóxido dismutase, glutationa peroxidase, e não enzimáticos, como a vitamina E, 
ascorbato de glutationa e ácido úrico, que trabalham em sinergismo para fazer frente ao 
“stress” oxidativo. A superóxido dismutase e a catalase são as principais enzimas anti-
oxidantes do EC. A actividade catalásica está, inclusivamente, diminuída em doentes com 
vitíligo, xeroderma pigmentosum, urticária ou epiteliomas, sendo um marcador sensível da 
susceptibilidade da pele nas condições patológicas referidas. Também a exposição crónica à 
radiação UVA diminui a actividade da enzima, o mesmo não acontecendo para a radiação 
UVB 10.  
A derme, proporciona uma boa base de sustentação para a epiderme e incorpora um 
sistema vascular necessário ao suporte metabólico da epiderme avascular e à termoregulação 
3. A junção entre a epiderme e a derme é irregular. A derme possui projecções, as papilas 
dérmicas, que se encaixam em reentrâncias da epiderme, aumentando a coesão entre as duas 
camadas. As áreas da derme junto às reentrâncias denominam-se derme papilar, e a derme 
mais profunda constitui a derme reticular. A derme papilar é relativamente frouxa e altamente 
vascular, com delicadas fibras de colagéneo entrelaçadas.  
A derme reticular é caracterizada por um entrelaçado reticular de fibras de colagéneo. 
Entre as células da derme, os mastócitos são responsáveis pela produção de histamina e 
serotonina e os fibroblastos sintetizam e segregam a matiz extracelular. Os materiais básicos 
desta matriz são constituídos por glicosaminoglicanos, mucopolissacáridos ácidos e proteinas  
fibrosas. As formas de glicosaminoglicanos mais frequentes na pele são o ácido hialurónico e 
o sulfato de dermatano. Os glicosaminoglicanos quando se associam às proteínas para 
constituir os proteinoglicanos, podem conter grandes quantidades de água, formando um gel. 
As proteínas fibrosas estão embebidas neste gel. A água do gel transfere nutrientes, produtos 
metabólicos e hormonas entre os vasos sanguíneos e as células dos tecidos. As proteínas 
fibrosas são compostas de colagéneo e elastina, com objectivos construtivos e, fibronectina e 
laminina, com propósitos conectivos. O colagéneo é a principal proteína da matriz 
extracelular e mantém a forma dos tecidos. As fibras de elastina mantem as elasticidade dos 
tecidos 2.  
Os apêndices (folículos pilosos, os ductos glandulares, unhas) tem origem na 
profundidade da derme, e terminam na superfície externa da epiderme. Ocupam apenas 1% 
da superfície corporal, e assim a possibilidade de veicularem substâncias externas até à rede 
capilar, é considerada para a maior parte das substâncias negligenciável. 1  
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 A camada mais profunda da pele é o tecido subcutâneo ou hipoderme, constituído por 
uma rede de células adiposas, ligadas à derme por fibras de colagéneo, e estabelece a união 
aos órgãos internos 1. A estrutura da pele está representada esquematicamente na  (Figura 1).  
 
Figura 1- Diagrama esquemático das diferentes camadas da pele. (adaptado de 
http://faculty.ircc.edu/faculty/tfischer/AP1/skin.jpg. Extraído a 08/02/07) 
 
1.2. ABSORÇÃO PERCUTÂNEA 
A absorção percutânea pode definir-se como o movimento que efectua uma 
substância química, que se aplica na superfície da pele e atravessa a barreira cutânea em 
direcção ao sistema circulatório. Como tal, neste fenómeno intervêm, essencialmente, a pele 
e os ingredientes aplicados topicamente, revelando-se importante considerar os seguintes 
conceitos: 
• Penetração: passagem de um composto até ao interior de uma camada; por exemplo, 
passagem de um ingrediente desde o exterior até ao interior do EC. 
• Permeação: etapa de difusão através de uma camada; 
• Resorção: passagem de um composto para o interior do sistema vascular. 
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A absorção percutânea engloba, logicamente, os três processos, estando os 
mecanismos implicados longe da simplicidade, dada a complexidade estrutural da pele (a 
nível morfológico e molecular), as características físico-químicas dos ingredientes da 
formulação e as modificações que podem introduzir-se na sua veiculação para retardar ou 
facilitar a permeação através dos estratos da pele 11.  
Um ingrediente que entra em contacto com a pele, pode atravessar a barreira 
difusional e entrar na rede de capilares da derme que o conduzirão à circulação sistémica ou 
por outro lado pode evaporar-se da superfície da pele, ligar-se ao EC, penetrar o EC ou, 
sofrer metabolização na epiderme viável 9. 
A pele é um órgão metabolicamente activo. Contém uma multiplicidade de diferentes 
enzimas metabolizadoras de fármacos, incluindo o sistema do citocromo P450. Estas enzimas 
são altamente induzíveis, de uma forma semelhante às do fígado. Quando se estuda a 
disponibilidade de substâncias aplicadas topicamente, deve considerar-se a capacidade 
metabolizadora da pele, que pode afectar a biodisponibilidade durante a primeira passagem 
através da pele 12. 
A penetração transepidérmica do ingrediente da formulação cosmética pode ocorrer 
pelas vias: intercelular (as substâncias passam entre as células epidérmicas; é a via 
predominante), transcelular (as substâncias passam através das células, atravessando as suas 
membranas e o citoplasma) e transfolicular (a penetração é feita através dos folículos 
pilosebáceos ou glândulas sudoríparas) 13. 
 Na via transcelular as substâncias passam através das células atravessando as suas 
membranas lipídicas. A maior parte destes movimentos, faz-se através das camadas de 
queratina hidratada, e é frequentemente designado “via polar”.  
Pelo contrário, na via intercelular as substâncias passam entre as células epidérmicas, 
onde os compostos interagem com uma fase líquida e cristalina constituída por lípidos. Os 
ingredientes hidrofóbicos utilizam a via intercelular, para atravessar o EC.  
A via transfolicular permite a penetração das substâncias através dos folículos 
pilosebáceos ou glândulas sudoríparas, mas ocorre em menor extensão 9,14. O EC constitui a 
maior barreira à entrada de substâncias hidrofílicas, ao passo que a epiderme viável e a derme 
constituem a maior resistência à passagem de substâncias lipofílicas 9. 
 As substâncias que melhor permeam a pele, são solúveis nas fases aquosa e lipídica. 
A relação entre a solubilidade de um composto na fase aquosa e na fase orgânica, é 
representada pelo coeficiente de partilha. O coeficiente de partilha mais usado é o coeficiente 
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de partilha água-octanol (Ka/o). Este é frequentemente substituído pelo logPo/a. Porém, têm 
sido observadas discrepâncias na relação entre a permeação e a liposolubilidade expressa 
pelo logPo/a. Esta medida pode ser um preditor inconsistente da permeação cutânea 9 . 
É geralmente aceite que a permeação cutânea, de ingredientes a partir das 
formulações tópicas é condicionada, por um de dois factores: (a) a taxa de permeação do 
ingrediente através da pele, em particular através do EC que representa a barreira que limita a 
permeação; (b) a libertação do ingrediente do sistema de formulação (e.g. gel, solução, 
polímero) 14.  
A permeação cutânea depende assim das propriedades físico-químicas da substância 
(coeficiente de partilha, polaridade, estrutura química, volatilidade, concentração), das 
propriedades físico-químicas da formulação e das condições fisiológicas e metabólicas da 
pele 9.  
A pele é um orgão vivo e dinâmico que tem características de permeabilidade que 
dependem de vários factores, que podem ser sumarizados por: 
1. Espessura do EC 
2. Integridade do EC 
3. Hidratação da pele 
4. Coeficiente de partilha 
5. Aplicação de promotores cutâneos 
Os factores 1, 2 e 3 manifestam-se na idade, sexo, raça, e região do corpo na 
permeação cutânea. A penetração cutânea é inversamente proporcional à espessura do EC. 
Observa-se o contrário para a hidratação cutânea, ou seja quando esta está aumentada 
favorece a penetração para a maior parte das substâncias 14.  
Matematicamente a permeação cutânea é interpretada a partir da primeira Lei de Fick, 
que estabelece que o fluxo de matéria é proporcional à diminuição da concentração e 
inversamente proporcional à distância. Descreve o processo de permeação sob condições de 
estado estacionário, ou seja, o gradiente de concentração, não varia com o tempo. É 
frequentemente utilizada (apenas quando a substância penetrante não danifica a pele) na 
interpretação da permeação dos solutos através de uma membrana. Assim, o fluxo de soluto 
(J) define-se como 15: 
  J = K .CvD / l  (1) 
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K - coeficiente de partição membrana/solvente 
Cv - concentração do soluto no solvente 
D - coeficiente de permeação do soluto através da membrana 
l -  espessura do EC 
A quantidade cumulativa de soluto que penetra através da pele pode ser representada 
em função do tempo de acordo com (2), que representa o processo difusional 15 . 
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Onde Q(t) representa a quantidade que passa através da membrana e atinge a solução 
receptora num determinado tempo t, o A a área de superfície difusional, K o coeficiente de 
partição do soluto entre a membrana e o veículo dador, L a espessura, D o coeficiente de 
permeação do soluto na membrana, e C a concentração do soluto na solução dadora. 
Aplicando as expressões do tempo de desvio1 (tL= L2/6D) e do coeficiente de permeabilidade 
(Kp=KD/L) a (2) e rearranjando a equação obtem-se 15: 
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Quando o estado estacionário é atingido, a equação representativa do processo é a 
expressão linear: 
 ( ) [ ]p LtQ AK C t t= !  (4) 
A razão da permeação com promotores cutâneos é dada por 15:  
                                                
1
 Do ingles “Lag Time” 
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 (5) 
1.3. PROMOTORES CUTÂNEOS 
A permeação cutânea das substâncias, pode ser melhorada recorrendo a métodos 
físicos químicos ou bioquímicos. Relativamente aos métodos físicos temos o “stripping” e 
hidratação do EC, a iontoforese, fonoforese e energia térmica. Os métodos bioquímicos 
podem facilitar a permeação cutânea através da síntese de profármacos bioconvertíveis e da 
coadministração de inibidores do metabolismo da pele. Por fim, os métodos químicos 
consistem na sintese de análogos lipofílicos, deslipidização do EC e coadministração de 
promotores cutâneos 16 . 
De forma a optimizar as formulações tópicas, têm vindo a ser utilizados promotores 
cutâneos. Os promotores cutâneos apresentam, em geral, uma cabeça polar e uma longa 
cadeia alquílica que irá ter mais afinidade para as regiões menos polares das bicamadas. Estes 
têm a capacidade de alterar a organização dos lípidos da bicamada tornando o ambiente mais 
fluído, e aumentar a solubilidade da substância no EC. O efeito dos promotores cutâneos 
sobre a penetração cutânea depende das propriedades fisico-químicas da molécula penetrante 
e do promotor cutâneo. Quanto maior a lipofilia do promotor cutâneo maior a sua capacidade 
para alterar a organização dos lípidos hidrofóbicos do EC, o que se traduz num aumento da 
permeação cutânea 16-19.  
O promotor cutâneo deve ser específico na sua acção, não deve apresentar acção 
farmacológica, deve actuar de forma reversível, deve ser fisico-quimicamente estável e 
compatível com os componentes da formulação, deve ser incolor, inodoro, não tóxico, não 
alergénico e não irritante 18,19.  
Há uma enorme variedade de compostos com capacidade para aumentar a permeação 
cutânea de substâncias como o miristato de isopropilo, estéres do ácido nicotínico, etanol, n-
octanol, decanol, tensioactivos não iónicos e terpenos entre outros 20.  
Os terpenos são amplamente incorporados nas preparações dermatológicas tópicas, 
cosméticas, isolados ou como constituintes de óleos essenciais devido às reconhecidas 
propriedades antibacterianas, rubefacientes, e analgésicas moderadas. Na dermofarmácia 
experimental e nos transdérmicos, são intensamente explorados como promotores da 
permeação cutânea 20. Muitos terpenos são capazes de aumentar a permeação cutânea de 
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substâncias hidrofílicas e lipofilícas, devido principalmente à disrupção da organização dos 
lípidos do EC. Esta interacção com os lípidos do EC parece ser reversível 21. Os terpenos 
actuam principalmente nos grupos amida da cabeça polar dos lípidos e quebram as ligações 
de hidrogénio, levando a uma diminuição da integridade da barreira lipídica e do EC 22 . A 
bibliografia consultada sugere que os terpenos, quando incluídos em sistemas co-solventes 
como propilenoglicol/água, podem ser usados nas formulações tópicas para facilitar a 
penetração das substâncias  20,23.  
O bisabolol é um álcool, terpénico monocíclico e insaturado, a estrutura química 
encontra-se representada na Figura 2 e é usado em formulações cosméticas como agente 
condicionador apresentando propriedades anti-inflamatórias e anti-irritantes. Em Janeiro de 
1997 o seu uso foi reportado em 184 formulações cosméticas, em concentrações de 0,1-0,2% 
24. Pode ser obtido a partir da camomila Matricaria recutita sp onde se encontra 
principalmente sob a forma de (-)-bisabolol 25. Sabe-se que os terpenos com grupos polares 
(particularmente terpenos do tipo alcoólico) são mais activos na promoção da permeação 
cutânea de substâncias hidrofílicas 20,26. Estudos em animais indicam que o bisabolol é bem 
absorvido após exposição dérmica. Um estudo de toxicidade dérmica em ratos, com a 
duração de 28 dias, determinou o nível em que não são observados efeitos adversos 
(NOAEL) 200 mg/kg/dia (a solução aplicada continha 4% alfa-bisabolol, 87,5% puro). Com 
base nos estudos disponíveis o painel de especialistas do CIR (“Cosmetic Ingredient 
Review”) concluiu que o uso de bisabolol nas formulações cosméticas é seguro 24. O 
bisabolol é um terpeno muito lipofilico (logPo/a 5.630) 27 que facilita a retenção das 
substâncias na pele. Por isso têm vindo a ser desenvolvidos estudos de forma a avaliar a sua 
capacidade e o mecanismo pelo qual pode aumentar a penetração de substâncias.  
 
Figura 2- Estrutura química do bisabolol 27. 
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1.4. SISTEMAS MODELO 
As experiências de permeação cutânea in vivo são caras, e a interpretação dos 
resultados é complicada devido à elevada variabilidade inter e intra individual dos dados. As 
alternativas aos estudos in vivo incluem estudos in vivo em animais e experiências in vitro 
usando excisados de pele (humana ou de animais). A existência de correlação entre os 
resultados obtidos in vivo e in vitro tem sido demonstrada por alguns estudos 28. A pele 
humana para os estudos in vitro pode ser obtida de cadáveres ou após procedimentos 
cirúrgicos. Os resultados obtidos estão sujeitos a variabilidade consoante a idade, raça, região 
anatómica, e o estado geral de saúde do dador. São necessários cuidados extremos na 
manipulação de membranas de pele humana. Os problemas associados às experiências que 
envolvam utilização de pele humana, tornam atractiva a utilização de sistemas membranares 
sintécticos como modelos para a permeação cutânea in vitro.   
As membranas sintéticas fornecem informação muito útil acerca do processo in vivo 
quando: (1) a barreira difusional passiva imposta pelo EC representa a maior resistência ao 
transporte, (2) a molécula de interesse é conhecida como metabolicamente inerte, e não se 
liga especificamente à pele viável, (3) existe alguma informação (das propriedades físico-
químicas da molécula penetrante) acerca da provável importância de vias de penetração 
disponíveis in vivo, (4) experiências in vivo com desenho semelhante foram ou podem ser 
realizadas por forma a correlacionar os resultados obtidos in vitro 29. 
O sistema in vitro mais utilizado consiste no transporte de solutos através de uma 
membrana que divide duas soluções aquosas (a fase dadora que inicialmente contém o soluto 
e a fase receptora na qual o soluto se acumula após passagem da barreira constituída pela 
membrana) faz-se por partição dentro e permeação através de uma fase da membrana distinta 
ou por permeação através de poros. Os sistemas membranares mais usados são geralmente 
hidrofóbicos e incluem sólidos (polímeros não porosos, e fosfolípidos abaixo da temperatura 
cristal de transição) e líquidos (hidrocarbonetos, alcoois de cadeia longa, miristato de 
isopropilo). Estes sistemas têm sido usados para modelar o transporte das substâncias através 
de membranas biológicas lipídicas e correlacionar as taxas de transporte com as propriedades 
físico-químicas da substância em estudo. A estrutura molecular específica, a solubilidade na 
fase aquosa, e a afinidade da substância para a membrana versus para a fase aquosa têm 
mostrado ser um importantes determinantes da permeabilidade. Se o transporte através da 
pele é determinado pela barreira difusional lipofílica do EC, os sistemas partição-membrana 
podem funcionar como modelos mecânicos relevantes 29. 
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 As membranas sintéticas mais frequentemente usadas são as membranas de nitrato de 
celulose, silicone, elastómero de silicone e polidimetilsiloxano 30.  
As membranas de nitrato de celulose são hidrofílicas e porosas ao passo que, as 
membranas de silicone são constituídas por um material hidrofóbico, não poroso, através do 
qual os compostos polares atravessam muito mais lentamente que os compostos apolares, e 
no limite, os compostos iónicos não atravessam esta barreira. Estas e outras membranas de 
polímeros são ideais para avaliação da permeação cutânea, uma vez que o processo de 
permeação consiste numa partição inicial do soluto dentro e depois permeação através da 
matriz do polímero de uma forma muito semelhante à pele 31.  
1.5. ALFA-HIDROXIÁCIDOS (AHAS) 
Os alfa hidroxiácidos (AHAs) são ácidos carboxílicos com um grupo hidroxilo ligado 
ao primeiro carbono (alfa), a Figura 3 apresenta a estrutura química de um AHA 32.  
 
Figura 3- Representação da estrutura química de um AHA 32. 
Podem ser obtidos a partir de fontes naturais tais como: cana do açúcar (ácido 
glicólico), leite azedo e mel (ácido láctico), maçã (ácido málico), citrinos (ácido cítrico) ou, 
sintetizados em laboratório 33. O uso de AHAs em cosméticos, foi pela primeira vez 
reportado em 1974 34. Os AHAs mais utilizados em cosmetologia e dermatologia são os 
ácidos láctico e glicólico, mas ultimamente tem havido um aumento da utilização dos 
polihidroxiácidos (AHAs de cadeia longa) 32,35.  
O ácido glicólico apresenta propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes, 
prevenindo a cascata do ácido araquidónico e o processo de fotoenvelhecimento 32. Os 
produtos de metabolização identificados para este composto são os ácidos glioxílico e 
oxálico, após aplicação sobre a pele 36.  
O ácido láctico é muito utilizado, para corrigir a ictiose (caracterizada por pele seca e 
escamosa) e as alterações cutâneas que comportam uma descamação anormal, veiculado 
através de uma emulsão (3% a pH 3,8) 11.  
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Os AHAs são amplamente incorporados nos produtos cosméticos em concentrações 
de 5-20% com funções de limpeza, condicionadoras, para melhorar a aparência da pele, 
diminuir as linhas e as rugas. Têm igualmente sido usados no tratamento dos sinais de foto-
envelhecimento e, como adjuvantes terapêuticos, em situações clínicas como o acne e a 
hiperpigmentação pós-inflamatória, geralmente resultante de acne, rosácea papulo-pustular, 
melasma, queratose actínica e seborreica. A aplicação de altas concentrações de AHAs (70-
80%) conduz a epidermólise, sendo frequentemente utilizadas nos “peelings” superficiais e 
no tratamento da queratose actínica e seborreica 36-39.  
O mecanismo de acção exacto destes ácidos permanece por explicar. Os AHAs são 
solúveis em água e possuem propriedades higroscópicas que se traduzem por aumento da 
hidratação da pele, contribuindo para o aumento da elasticidade do EC e da própria 
descamação 40,41.  
Também se sugere que os AHAs tornam o EC mais fino pela adsorção dos grupos 
polares da cadeia de queratina reduzindo as interacções entre elas sem aumentar o conteúdo 
em água do EC 42,43 
Alguns autores defendem que estes ácidos exercem um profundo efeito na 
queratinização, por modelação da formação do EC, através de uma diminuição da coesão 
celular entre os corneócitos. Outros, argumentam que por serem ácidos com um pH baixo, 
podem produzir irritação subclínica (baixas concentrações), estimulando o estrato 
germinativo da epiderme, aumentando as taxas de “turnover epidérmico”, e produzindo uma 
“pele fresca” 32,44.  
Tem-se observado que o uso tópico de AHAs diminui a gravidade do 
fotoenvelhecimento 38,39. Histologicamente, observam-se alterações estruturais da epiderme e 
derme. Estas alterações compreendem um aumento da espessura da epiderme viável 45, 
aumento da deposição de ácido hialurónico, diminuição da atipia basal celular. Na derme, 
tem-se observado aumento da produção de mucopolissacáridos ácidos 46, ácido hialurónico, e 
sulfato de condroitina 45, tal como um aumento da densidade das fibras de colagéneo, e das 
fibras elásticas irregulares 46. Existe apenas um estudo que desenvolve o mecanismo pelo 
qual os AHAs induzem estas profundas alterações estruturais 47. 
Um outro estudo demonstra que a aplicação tópica de AHAs regula a secreção de 
citocinas pelos queratinócitos. Os autores sugerem que o aumento da libertação de factor de 
crescimento endotelial pelos queratinócitos depois do tratamento com AHAs pode ajudar na 
regressão dos vasos sanguíneos que levam a neoangiogénese, contribuindo assim para os 
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efeitos terapêuticos observados com estas substâncias 48. 
A eficácia tópica de uma formulação de AHAs depende da concentração 
biodisponível, definida como a fracção livre de AHA presente na formulação que pode 
permear a pele e do veículo utilizado, esta, por sua vez, varia em função da concentração total 
de AHA e do pH da formulação (aumentando com a concentração de AHA e a diminuição do 
pH) 49.  
Os resultados disponíveis de ensaios de permeação cutânea (de estudos in vitro e in 
vivo) 50-53 para o ácido glicólico demonstram que o processo de permeação é influenciado 
pelo tempo, pH, concentração, tipo e composição da formulação. Como não existem 
diferenças na permeação para os fragmentos de pele fresca (viva), e congelada (morta) 
considera-se que a permeação dérmica do ácido glicólico é um processo passivo 50.  
Quanto à reactividade química, os AHAs sofrem dimerização bimolecular, uma 
reacção intermolecular catalizada por ácidos (auto esterificação), produzindo um éster que é 
um 4- ou δ-hidroxiácido. Possuem um perfil não linear de pKa-temperatura, com um ligeiro 
aumento de ionização a ou próximo de 25 ºC. O aquecimento de ácido glicólico na presença 
de ácido sulfúrico produz formaldeído. No ácido láctico, sob aquecimento, ocorre 
desidratação entre o grupo α-hidroxilo de uma molécula e o grupo carboxilo de outra para 
formar vários ácidos polilácticos (em soluções que contenham mais do que 18% de ácido 
láctico). Misturas de ácido láctico com ácido nítrico e ácido hidrofluorico podem reagir 
violentamente 32. 
No que respeita à segurança dos AHAs ingredientes, existem descritas reacções 
dermatológicas adversas associadas à aplicação de produtos cosméticos contendo AHA, 
designadamente: sensação de queimadura, dermatite ou rash, entumescimento, alterações da 
pigmentação, aparecimento de pápulas e pústulas, prurido, irritação, queimadura química, 
fotossensibilidade 32. Sabe-se que estes ácidos têm a capacidade de penetrar a pele 51 e 
aumentar a sensibilidade da pele aos raios UV 46. De forma a garantir a ocorrência de um 
mínimo de efeitos indesejáveis a FDA (“Food and Drugs Administration”) recomenda a 
utilização em produtos cosméticos em concentrações ≤ 10%, com um pH final ≥ 3,5, quando 
formulados de modo a evitar a fotossensibilidade aumentada ou quando possuam instruções 
para utilização diária simultânea de protectores solares 32.  A posição do SCCNFP 
(“Scientific Commitee On Cosmetic Products And Non-Food Products Intended For 
Consumers”) é um pouco mais restritiva uma vez que sugere a utilização do ácido glicólico 
em concentrações ≤ 4%, com um pH final ≥ 3,8 e para o ácido láctico ≤ 2,5% e o pH ≥ 5,0. 
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1.6. DETERMINAÇÃO ANALÍTICA DE AHAS EM COSMÉTICOS 
De acordo com as monografias de referência consultadas 54, a titulação é o método 
analítico de referência proposto para o doseamento dos AHAs. No entanto o método mais 
sensível usado na quantificação de ácidos orgânicos é a cromatografia. Um dos métodos mais 
simples e precisos foi desenvolvido por Wei Sheng et al. 55 este método permite a 
quantificação de quatro AHAs em cosméticos (glicólico, málico, láctico e cítrico). Estes 
autores aplicam uma cromatografia reversa líquida de alta pressão, e as amostras são 
analisadas usando uma coluna de fase reversa C18, com uma fase móvel constituída por 2% 
de ácido fosfórico (pH=2) a 210nm. As curvas de calibração são validadas para uma gama de 
concentrações de 50-500 µg/ml. 
1.7. GELES 
As preparações farmacêuticas de consistência semi-sólida são utilizadas 
frequentemente sobre a pele e mucosas, com finalidades terapêuticas ou cosméticas. A 
característica comum, é a capacidade de adesão à superfície de aplicação por um período 
razoável de tempo antes de serem removidas por lavagem. Estas preparações podem possuir 
propriedades plásticas permitindo a alteração da sua forma e, consequente aderência à 
superfície, quando sobre elas é aplicada uma força externa 56,57.  
Segundo a Farmacopeia Portuguesa 54, os geles são formulações farmacêuticas 
constituídas por líquidos gelificados com o auxílio de agentes gelificantes apropriados, 
consistindo em preparações semi-sólidas para aplicação cutânea 58. Os geles hidrófilos são 
líquidos gelificados (água, glicerina e propilenoglicol) com o auxílio de gelificantes 
hidrófilos 59. 
Os agentes  gelificantes utilizados para a preparação de geles hidrófilos são de 
diversos tipos, tendo como características comuns as suas propriedades coloidais e o facto de 
em contacto com a água, originarem geles mais ou menos viscosos, os quais permitem a 
incorporação de substâncias nas suas malhas 60. São usados para ajustar a viscosidade das 
formulações, tal como para manter a estabilidade das mesmas. São classificados de acordo 
com a sua origem em: naturais, semi-sintéticos (polímeros naturais modificados por reacção) 
e sintéticos.  
Os polímeros naturais subdividem-se de acordo com a origem em: vegetais 
(mucopolissacáridos) como a goma guar; de biotecnologia obtidos pela fermentação do 
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Sclerotium rolfsii num meio glucosado enriquecido (mucopolissacáridos) como a goma 
esclerótica e animal (proteínas) como a gelatina.  
Os polissacáridos são formados por unidades de monossacáridos unidas entre si. 
Como exemplo de monossacáridos temos: D- glucose, ácido D-glucorónico, D-manose, D-
galactose etc. A conexão que estabelece a união entre os polissacáridos é conhecida como 
ligação anidroglicosídica, formalmente designada ligação acetal. Os polissacáridos de origem 
natural em solução, podem formar hélices rígidas. O comportamento do polissacárido é 
criticamente influenciado pela natureza do grupo substituinte ligado aos monossacáridos 
individuais. Estes substituintes podem ser de origem natural ou sintetizados, e assim de 
origem semi-natural. Se naturais ou semi-naturais, a classificação subdivide-se nas cinco 
categorias, baseada primariamente na carga do polissacárido. Podem ser aniónicos, 
catiónicos, não iónicos, ou mesmo anfotéricos. São usados numa multiplicidade de funções 
cosméticas, nomeadamente como agentes modificadores da reologia, suspensores, 
condicionadores, apresentam propriedades hidratantes, emolientes e emulsificadoras 61. 
Como exemplo dos polimeros semi-sintéticos temos as celuloses (ex. Hidroxietilcelulose 
(HEC)), os alginatos entre outros e finalmente como exemplo de polímeros sintéticos temos 
os vinil (poliacrilato de sódio) entre outros 59. Os polímeros sintéticos são os mais utilizados, 
não só por estarem associados a um custo mais reduzido mas também porque existem 
problemas associados aos polímeros naturais que se relacionam com variações na pureza, 
aparência física, viscosidade, e contaminação microbiológica 59,62. Contudo actualmente, os 
polímeros naturais estão a ser mais usados, pois o consumidor procura cada vez mais 
formulações à base de “produtos naturais” 62. 
Os geles têm a vantagem de serem facilmente eliminados na lavagem, no entanto 
apresentam tendência para desidratar perdendo a sua textura original. Para evitar esta 
situação, é adicionada à formulação uma substância higroscópica como a glicerina ou o 
propilenoglicol. Como o meio é propício à proliferação de microrganismos, é frequente 
incorporar-se um agente conservante, como os p-hidroxibenzoatos, que apresenta actividade 
contra fungos e bactérias gram positivas num largo intervalo de pH 56.  
Este tipo de forma farmacêutica pode ser problemática em termos de permeação na 
medida em que são constituídas por grandes moléculas coloidais que não têm capacidade de 
atravessar a epiderme, e que não mostram qualquer afinidade para as proteínas da pele ou 
mesmo para os constituintes da barreira lipídica 63.  
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Os geles são constituídos por uma rede de polímeros hidrofílicos que podem reter 10-
20% de água até mil vezes o seu peso seco. A grande quantidade de água presente nos geles 
contribui para a hidratação e elasticidade cutânea. Uma grande quantidade de polímeros, quer 
naturais ou sintécticos podem ser utilizados na formulação de um gel 64.  
1.8. ESTABILIDADE DE FORMULAÇÕES COSMÉTICAS 
Tal como noutros produtos, a estabilidade dos cosméticos deve ser ajustada ao 
período de utilização pelo consumidor bem como às suas exigências. A estabilidade de um 
produto é determinada pelo intervalo de tempo em que o mesmo, na sua embalagem 
específica, mantém as suas propriedades físicas, químicas, microbiológicas, e toxicológicas 
dentro de limites específicos, os quais garantem a sua qualidade, sendo este intervalo de 
tempo o prazo de validade do produto 65. Assim, o objectivo de ensaios de estabilidade é 
fornecer dados acerca do modo como a qualidade de uma substância ou produto varia ao 
longo do tempo sob a influência de vários factores ambientais tais como: a temperatura, 
humidade e luminosidade e estabelecer períodos de teste para a substância ou prazo de 
validade do produto e recomendar condições de armazenamento. Estes ensaios incluem: 
testes de termo-estabilidade (que envolvem observação de caracteres organolépticos, 
determinação de pH, medição da viscosidade, doseamento e identificação do ingrediente 
entre outros, a diferentes temperaturas de armazenamento). Paralelamente procede-se à 
verificação da segurança e eficácia dermatológica, toxicológica e microbiológica 2,65. 
1.9. REOLOGIA DE SISTEMAS DISPERSOS 
Reologia é a disciplina científica que aborda as alterações na forma dos materiais e a 
dinâmica do escoamento. A aplicação de uma força tangencial a um corpo e, a sua 
deformação subsequente, constituem a base de observação numa análise reológica. A força 
por unidade de área (S) que provoca a deformação designa-se por tensão de corte (exprime-se 
em Pa no sistema S.I. ou dine.cm-2 no sistema C.G.S.), sendo o gradiente de velocidades (D) 
que se estabelece no seio do material em consequência da força aplicada denominado de 
gradiente de corte, ou velocidade de corte (expresso em s-1). Assim, S = η.D, sendo a 
viscosidade (η), ou coeficiente de viscosidade, a constante de proporcionalidade entre o 
gradiente de corte e a tensão de corte. A unidade da viscosidade é o Pascal.segundo no 
sistema S.I. ou Poise no sistema C.G.S. 14. 
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Consoante o tipo de escoamento posto em evidência pela análise reológica, os 
diferentes fluidos podem ser classificados em duas grandes categorias: os fluidos 
newtonianos ou de viscosidade ideal e os fluidos não newtonianos 66. Os fluidos newtonianos 
exibem proporcionalidade directa entre a tensão de corte e a velocidade de corte para todos os 
valores de velocidade de corte; ou viscosidade constante a todas as velocidades de corte 67. O 
reograma representado na Figura 4 ilustra a relação linear existente entre a tensão de corte e 
a velocidade de corte 67.  
 
Figura 4- Escoamento Newtoniano 68 
Contudo, emulsões, suspensões, dispersões, e soluções de polímeros são geralmente 
não newtonianos, ainda que tal seja dependente da concentração ou seja, quanto maior a 
concentração, maior a probabilidade do material ser não newtoniano.  
Fluidos não newtonianos podem exibir uma grande variedade de comportamentos. A 
característica essencial de um fluido não newtoniano é a de não apresentar uma relação linear 
directa entre a tensão de corte e a velocidade de corte aplicados 67. Por outras palavras, a 
viscosidade não se mantém constante mas depende essencialmente do tratamento que se 
aplique ao fluido (repouso, escoamento, agitação). Esta viscosidade, é designada por aparente 
e só têm aplicação se for referida a velocidade de corte a que a determinação foi efectuada. 
Neste caso, o perfil do reograma vai depender das propriedades físico-químicas da substância 
em análise, da forma e arranjo tridimensional das suas moléculas, da eventual formação de 
micelas e do seu grau de reticulação. 
Fluidos constituídos por macromoléculas encadeadas apresentam uma estrutura que 
geralmente não é rígida e forma um reticulado flexível. Quando este tipo de fluidos são 
submetidos a tensões de corte produz-se no seu seio uma orientação das moléculas no sentido 
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do escoamento assim como uma distensão do reticulado. Como consequência, verifica-se 
ausência de proporcionalidade entre a tensão exercida e a velocidade de corte, e a viscosidade 
diminui cada vez mais quanto maior for a tensão de corte aplicada. Este comportamento é 
característico dos fluidos designados de pseudoplásticos Figura 5. 
 
Figura 5– Escoamento Pseudopástico 68 
Contrariamente ao que se verifica no exemplo anterior, a viscosidade de fluidos 
dilatantes aumenta perante tensões de corte crescentes Figura 6. Este sistema é constituído 
por moléculas ou partículas que no repouso se repelem entre si e que portanto se afastam 
umas das outras. Submetidas a tensões de corte, as partículas aproximam-se para formar uma 
matriz com grau de reticulação superior e assim, oferecem maior resistência ao escoamento o 
que desencadeia o referido aumento de viscosidade . 
 
Figura 6– Escoamento Dilatante 68 
As substâncias constituídas por macromoléculas, quando se encontram em 
concentrações relativamente elevadas num determinado solvente, geram fluidos cuja 
estrutura se caracteriza pelo aprisionamento do solvente no seio da matriz polimérica. Para 
estes sistemas, o escoamento só pode iniciar-se quando as forças de ligação intermoleculares 
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sejam vencidas. O valor de tensão de corte capaz de ultrapassar as referidas forças e provocar 
o início do escoamento é denominado de valor de cedência. Qualquer força superior a este 
limite vai provocar a orientação das moléculas no sentido do escoamento, tendo como 
consequência a diminuição da viscosidade. Em certos casos, quando todas as moléculas 
estejam orientadas, o fluído comporta-se como uma substância newtoniana. Este tipo de 
fluido é designado por material plástico de Bingham (Figura 7), podendo ser considerado 
como um fluido plástico ideal. No entanto, é mais comum que a orientação das moléculas não 
atinja o seu máximo obtendo-se um perfil de escoamento tipicamente pseudoplástico. De 
qualquer modo, todos os fluidos que apresentem um limite de cedência ao escoamento, 
comportam-se como sólidos, quando são submetidos a tensões de corte inferiores à tensão de 
cedência e como líquidos, para forças exercidas superiores a esse limite 66,67. 
 
Figura 7– Escoamento Plástico de Bingham 68 
Nos diferentes tipos de comportamentos não newtonianos acima descritos, está 
implícito que embora a viscosidade de um fluido possa variar com a tensão de corte, esta é 
independente do intervalo de tempo em que essa tensão de corte é aplicada; e que 
determinações repetidas sob a mesma tensão de corte geram a mesma viscosidade 69. No 
entanto, o fenómeno de tixotropia, que ocorre frequentemente nos sistemas dispersos, define-
se como uma diminuição na viscosidade reversível e dependente do tempo, a velocidade de 
corte constante. Tipicamente, um material tixotrópico é uma dispersão que apresenta uma 
transformação isotérmica do tipo gel-sole-gel, consistindo um gel num estado semi-sólido 
sem líquido sobrenadante originado a partir da desidratação parcial de um sole liófilo, e um 
sole, numa dispersão coloidal cuja fase externa é líquida 56,67 . O mecanismo de tixotropia 
envolve quebra e nova formação da estrutura gel-sole-gel, assistindo-se ao estado de gel 
quando em repouso e à formação do estado de sole, após agitação. Portanto, uma vez que a 
destruição do estado de gel, não depende exclusivamente da intensidade da agitação 
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efectuada mas igualmente da duração dessa agitação, a viscosidade de um fluido tixotrópico 
diminui de forma constante com o tempo, para uma igual variação de velocidade de corte, até 
atingir um estado de equilíbrio que corresponde ao estado de destruição da estrutura que é 
possível de realizar com a velocidade aplicada. Assim que a tensão cesse, é igualmente 
necessário determinado intervalo de tempo para que o fluido tixotrópico retome a sua 
estrutura e viscosidade iniciais. Quanto aos reogramas obtidos, verifica-se que as curvas 
ascendente e descendente não coincidem (formando uma ansa de histerese), escoamento 
tixotrópico plástico (Figura 8) tal como ocorre nos outros tipos de escoamento, o que indica 
que a estrutura do fluido não é retomada imediatamente quando se passa de estado de forte 
agitação a um estado de agitação mínimo ou de repouso 66,67. 
 
Figura 8– Escoamento Tixotrópico-Plástico 68 
Porém, em alguns materiais tixotrópicos, ocorrem determinadas anomalias que geram 
curvas tixótropicas complexas Figura 9 67. Neste tipo de casos, a estrutura não é 
imediatamente destruída por aplicação de determinada tensão de corte, pelo que, surgem 
então materiais que apresentam na curva ascendente de histerese uma dilatação característica, 
e outros uma espícula 66,69.  
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Figura 9– Escoamento Tixotrópico-Pseudoplástico Complexo 68 
Ainda neste tipo de comportamento reológico se insere o fenómeno de tixotropia 
negativa, que consiste num aumento da viscosidade dependente do tempo a velocidade de 
corte constante 67. Graficamente, o reograma é igualmente caracterizado por uma ansa de 
histerese, mas em que a curva descendente se situa à esquerda da ascendente (numa 
representação da tensão de corte em função da velocidade de corte). Este fenómeno, é 
atribuído a contracção das partículas dispersas no sistema pela acção de tensões de corte 
elevadas exercidas pelo aparelho de medição. 
Por último, está descrito o fenómeno de reopexia ou antitixotropia, em que um sole 
forma um gel mais rapidamente quando sujeito a uma agitação ligeira e regular 66. Este tipo 
de escoamento é igualmente dependente do tempo (tal como a tixotropia) mas a viscosidade 
aumenta à medida que a velocidade de corte também aumenta 67. 
1.10. OBJECTIVOS 
No trabalho aqui apresentado, propõe-se uma avaliação permeação cutânea de AHAs, 
a partir de formulações minimalistas (com o mínimo de ingredientes cosméticos), 
desenvolvidas no âmbito deste trabalho. A estas formulações inclui-se um promotor cutâneo, 
de modo a avaliar a sua influência na permeação cutânea dos AHAs. Espera-se deste modo 
contribuir para o desenvolvimento de formulações cosméticas seguras e inócuas, de acordo 
com a legislação em vigor 70. 
Em resumo este trabalho teve como objectivos: 
- Desenvolvimento, caracterização e avaliação da estabilidade de geles contendo 
AHAs (ácido láctico, glicólico); 
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- Avaliação in vitro da permeação cutânea de AHAs e da inluência da adição de um 
promotor cutâneo à formulação desenvolvida. 
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2.  DESENVOLVIMENTO E AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DAS FORMULAÇÕES 
DE AHAS 
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2.1. INTRODUÇÃO 
O Capítulo 2 compreende duas fases: o desenvolvimento galénico das formulações de 
AHAs e a avaliação da estabilidade destas mesmas formulações. 
O delineamento experimental compreendeu vários passos, que serão detalhadamente 
enumerados e clarificados: 
1. Selecção dos AHAs como ingredientes cosméticos a estudar. A pertinência desta 
avaliação prendeu-se com a necessidade de desenvolver formulações cosméticas 
seguras, para o consumidor, dada a ampla utilização destes ingredientes em produtos 
cosméticos.  
2. A concentração do ingrediente, tal como o pH do veículo cosmético final foi 
estabelecida de acordo com as recomendações propostas pela FDA 32. 
3. O racional da selecção do gel como veículo cosmético, teve em conta o carácter 
hidrofílico dos ingredientes, a estabilidade termodinâmica do ingrediente no gel, a 
dificuldade de penetração do EC e a promoção da penetração dos ingredientes da 
formulação. 
4. Selecionou-se o mínimo indispensável de ingredientes cosméticos de forma a 
desenvolver uma formulação galénica minimalista (sistemas poliméricos). 
5. Avaliou-se o comportamento físico-químico e microbiológico da formulação 
cosmética desenvolvida, durante um ano de armazenamento. Os métodos físico-
químicos incluíram a avaliação das características organolépticas, pH, avaliação das 
propriedades reológicas, quantificação dos ingredientes, e a contaminação 
microbiológica foi verificada através da avaliação dos germens totais, fungos e 
leveduras. 
2.2.  MATERIAIS E MÉTODOS 
2.2.1.  Matérias-primas  
Neste trabalho utilizaram-se dois AHAs (Tabela I), excipientes (Tabela II) e 
reagentes utilizados na determinação analítica dos AHAs (Tabela III). 
 
DESENVOLVIMENTO E AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DAS FORMULAÇÕES DE AHAS 
 
Caracterização dermocinética de geles tópicos com AHAs 26 
Tabela I- Caracterização dos AHAs 32 
Nome químico Ácido Glicólico Ácido Láctico 
Fórmula Química 
 
 
INCI Glycolic Acid Lactic Acid 
Peso Molecular 76,05 90,8 
pKa 3,83 3,03 
Função Agente exfoliante Agente exfoliante 
Fornecedor Fluka Chemical Fluka Chemical 
Tabela II- Identificação dos Excipientes 
 Natrosol® Pharm HX250 Amigel®
2 Propilenoglicol Nipagin® Bisabolol® Água Desionizada 
INCI Hydroxyethylcellulose (HEC) 
Gum 
sclerotic 
Propyleno 
glycol 
Metyl-
paraben 
Bisabolol 
RAC. Water 
Função Agente gelificante Agente gelificante Co-solvente Conservante 
Promotor 
cutâneo Solvente 
Fornecedor Hercules Alban Muller 
Fluka Chemica 
 
Nipa BASF Chem - 
                                                
2 Pó de escleroglucano de Sclerotium rolfsii (AMIGEL®, Alban Muller 
International, Vincennes, France) 
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Tabela III– Identificação dos Reagentes utilizados para HPLC 
Reagentes Hidróxido de Sódio (NaOH) 
Solução de 
Amónia 
25% 
Ácido orto-
fosfórico 
85% 
Água para 
HPLC 
Função Ajuste de pH Ajuste de pH Fase móvel 
Fase 
móvel 
Fornecedor EKA Merck  Panreac Química SA FFUL 
2.2.2. Equipamento 
• Balanças Mettler Toledo Delta Range® AG 204 e PB 303-S 
• Placa de aquecimento com agitação Heidolph MR 2000 
• Potenciómetro Metrohm 744 pH Meter – com eléctrodo de vidro calibrado 
• Viscosímetro Brookfield DV-II RV, SSA, SPD nº 21 a 21ºC 
• Centrífuga Megafuge 1.0R Heraeus Instruments 
• Ultra-sons Branson 5200 
• HPLC Hewlett Packard 1050  
• Detector UV-Vis Hewlett Packard series 1050 
• Injector Automático (60µL) Hewlett Packard series 1050 
• Coluna Purospher® STAR RP18e (250mm, 5µm), pré-coluna LiChroCART® 4-4  
2.2.3. Desenvolvimento galénico da formulação de AHAs 
2.2.3.1.  Selecção do polímero gelificante 
A fim de selecionar o polímero mais indicado para a formulação em estudo, foram 
avaliados alguns gelificantes (Tabela IV), nomeadamente: goma xantana, HEC, goma guar e 
goma esclerótica, teoricamente compatíveis com os ingredientes da formulação e pH de 3,5 
da formulação final.  
Esta avaliação envolveu a preparação de vários geles de AHAs de acordo com o 
procedimento experimental descrito mais à frente. A concentração para os diferentes agentes 
gelificantes manteve-se constante (2g). O único factor de variação foi o agente gelificante.  
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Os geles preparados foram armazenados à temperatura ambiente durante 2 meses. No 
final do período de armazenamento procedeu-se à medição do pH, e à análise do 
comportamento reológico através de um viscosímetro rotativo coaxial.  
Tabela IV- Características dos agentes gelificantes investigados na fase de selecção 
preliminar. 
Agente gelificante Características 
 Hidroxietilcelulose    É um polissacárido seminatural catiónico. Quimicamente, é uma 
celulose formada por monómeros de D-glucose ligados entre si 
por uma ligação beta 1-4, de cadeia longa ou curta que foi 
eterificada a um éter hidroxietil. Apresenta boa estabilidade ao 
pH, e variações ligeiras da viscosidade no intervalo de pH de 2-
12. 61,71.  
Goma esclerótica 
 
É um polissacarídeo natural não iónico. É constituído por uma 
cadeia principal de moléculas de D-glucose ligadas entre si por 
uma ligação beta 1-3. De três em três glucoses apresenta uma 
ramificação constituída por uma D-glucose ligada através de uma 
ligação beta 1-6. Em solução, a molécula de goma esclerótica 
assume a forma de uma hélice tripla rígida. Obtido por 
biotecnologia a partir de culturas de Sclerotium rolfsii, possui a 
capacidade de formar geles aquosos estáveis em condições 
extremas: estável numa faixa de pH bastante ampla, na presença 
de sais e eletrólitos, álcool e solventes orgânicos 61.  
Goma guar Polissacárido não iónico, natural, de origem vegetal. É constituído 
por uma cadeia principal de moléculas de D-manose unidas por 
ligações beta 1-4. Ramificações de monómeros de D-galactose 
ligados por uma ligação alfa 1-6 à cadeia principal, ocorrem de 
forma intermitente. Pequenas quantidades do polímero formam 
soluções aquosas bastante viscosas, dado o elevado peso 
molecular. O aumento da viscosidade é um fenómeno dependente 
do pH e desaparece a pH acídicos 61. Apresenta boa estabilidade 
num intervalo de pH de 4,0-10,5 72.  
Goma xantana Polissacárido natural aniónico, obtido por fermentação bacteriana. 
É constituído por uma cadeia principal de moléculas de D-glucose 
unidas por ligações beta 1-4, que apresentam ramificações 
trisacarídeas alternadas 61. Apresenta máxima estabilidade num 
intervalo de pH 4-10 73. 
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2.2.3.2. Procedimento experimental 
- Os agentes gelificantes foram dispersos (agitação efectuada durante 30 minutos com 
agitador magnético, 500 rpm) em 2/3 da quantidade total de água e permaneceram em 
repouso durante 24h. 
- Na quantidade restante de água procedeu-se à dissolução do metilparabeno a 25 ºC 
durante 10 minutos com agitador magnético, a 500 rpm, em placa de aquecimento. 
- Após arrefecimento da solução anterior, dissolveu-se o ingrediente (ácido glicólico 
ou ácido láctico) e propilenoglicol, com agitação normal. 
- Esta solução foi adicionada à dispersão inicial sob agitação manual moderada. 
- Acertou-se o pH a 3,5 com solução de NaOH 40%.  
Para avaliação da permeação cutânea in vitro de geles de AHAs, descrita no capítulo 
3, foram preparados geles de acordo com o procedimento atrás descrito e outros com 
bisabolol. A incorporação deste ingrediente na formulação envolveu a dissolução do 
metilparabeno em propilenoglicol e adição posterior do bisabolol (Tabela V), recorrendo a 
aquecimento ligeiro (21ºC) e agitação magnética (500rpm). Juntou-se lentamente a água sob 
agitação magnética contínua e aquecimento e finalmente procedeu-se à mistura destes 
componentes com o agente gelificante já intumescido. 
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Tabela V- Formulação final dos geles de AHAs preparados para o ensaio de estabilidade e 
ensaio de permeação cutânea in vitro. 
 Composição (%, p/p) 
Ingredientes  GH GHB GA GAB LH LA 
Ácido Glicólico 10,0 10,0 10,0 10,0 - - 
Ácido Láctico - - - - 10,0 10,0 
Propilenoglicol 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Bisabolol - 0,2 - 0,2 - - 
HEC  1,1  1,1 - - 1,1  - 
Goma esclerótica - - 1,5 1,5 - 1,5 
Metilparabeno 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Água qbp 
100 
qbp 
100 
qbp 
100 
qbp 
100 
qbp 
100 
qbp 
100 
Legenda: GH (formulação do gel de ácido glicólico com agente gelificante HEC), 
LH (formulação do gel de ácido láctico com agente gelificante HEC), GA (formulação do gel 
de ácido glicólico com agente gelificante goma esclerótica), LA (formulação do gel de ácido 
láctico com agente gelificante goma esclerótica), GHB (formulação do gel de ácido glicólico 
com agente gelificante HEC e bisabolol), GAB (formulação do gel de ácido glicólico com 
agente gelificante goma esclerótica e bisabolol). 
 
2.2.4. Avaliação da estabilidade dos geles de AHAs 
Procedeu-se à produção de três lotes para cada formulação base (GA, GH, LA, LH), 
tal como descrito na Tabela V. Cada lote produzido foi armazenado à temperatura ambiente 
(21ºC) e na estufa à temperatura de 37 ºC (acondicionamento efectuado em boiões de vidro). 
Avaliou-se a estabilidade, ao nível da caracterização físico-química: caracteres 
organolépticos, pH, doseamento do ingrediente, avaliação das propriedades reológicas, e 
controlo microbiológico, ao longo de um período de armazenagem de 360 dias (em intervalos 
de 0, 7, 15, 30, 60, 90, 180, 300 e 360 dias).  
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2.2.5. Caracterização físico-química 
2.2.5.1. Características organolépticas 
Foram analisadas as características macroscópicas, nomeadamente a cor, o aspecto, e 
o odor nos tempos 0, 7, 15, 30, 60, 90, 180, 300 e 360 dias. 
2.2.5.2. pH 
A determinação do pH foi efectuada por leitura directa utilizando um potenciómetro 
nos tempos 0, 7, 15, 30 e 60, 90, 180, 300 e 360 dias. Para as formulações de geles (GH, 
GHB, GA, GAB) preparadas para o ensaio de permeação cutânea in vitro, a leitura do pH foi 
efectuada após 24h de fabrico e ao fim de 15 dias. 
2.2.5.3. Reologia 
O comportamento reológico dos geles foi determinado através de um viscosímetro 
rotativo coaxial para os tempos 0, 30, 90, 180, 300, 360 do ensaio de estabilidade, nas 
formulações armazenadas à temperatura ambiente (21ºC).  
Para as formulações armazenadas a 37ºC, o tempo 0 não foi considerado. Nos geles 
(GH, GHB, GA, GAB) preparados para o ensaio de permeação cutânea in vitro, a análise das 
propriedades reológicas foi efectuada após 24h de fabrico e aos 15 dias. Para traçar os 
reogramas, as curvas de escoamento foram traçadas aumentando a velocidade do selector de 
um mínimo de 0.5rpm até um máximo de 100rpm e depois em sentido decrescente. As 
leituras foram registadas depois de 30 segundos e convertidas para milipascal (mPa) por 
aplicação da lei de Newton a cada valor da viscosidade aparente. 
2.2.5.4. Doseamento do ácido glicólico e láctico 
A metodologia utilizada para a quantificação dos AHAs nos geles tópicos foi baseada 
no método descrito Wei Sheng et al 55.  
Foi utilizado um sistema cromatográfico Hewlett Packard, com detector UV e injector 
automático. A coluna utilizada foi uma Purospher® STAR RP18e (250mm*5µm) e uma pré-
coluna LiChroCART®4-4. A fase móvel era constituída por água:ácido fosfórico 85% (50:1 
v/v), sendo o pH ajustado a 2,5 com solução de amónia. Após a preparação, a fase móvel foi 
filtrada através de um filtro Milipore 0,45µm e desgaseificada em ultrassons. As curvas de 
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calibração cobriram a gama de concentrações para a quantificação dos ingredientes e foram 
preparadas em triplicado. 
• Procedimento efectuado: 
Para dosear o ingrediente para cada lote de gel foram preparados dois replicados, 
segundo o procedimento descrito em seguida: 
- Pesaram-se 0,4g de gel para balão volumétrico de 25ml. 
- Completou-se o volume com água filtrada. 
- Os balões foram colocados no ultrassons durante 30 minutos. 
- Efectuou-se centrifugação do conteúdo dos balões a 3500rpm, 16ºC durante 10 
minutos. 
- Filtraram-se 10ml de sobrenadante de cada tubo de centrífuga. 
- Retiraram-se 3ml de filtrado para balões de 20ml e completou-se o volume com 
água filtrada. 
2.2.6. Controlo Microbiológico 
Foi efectuado o controlo microbiológico no tempo 0, 7, 15, 30 e 60, 90, 180, 300 e 
360 dias, de produtos não obrigatoriamente estéreis de categoria 2 em conformidade com a 
metodologia de referência 74.  
Assumiram-se os seguintes critérios de qualidade microbiológica definidos em 
unidades formadoras de colónias (u.f.c.): número de bactérias aeróbias viáveis <102 u.f.c./ml 
e número de fungos e leveduras <102 u.f.c./ml. 
• Procedimento utilizado: 
- A 9ml de meio líquido de água peptonada adicionou-se 1ml de amostra e 
homogeneizou-se. 
- Procedeu-se à sementeira por espalhamento de 100µl da solução anterior em meio 
PCA (em duplicado) e meio Saboraud com cloranfenicol. 
2.2.7. Análise estatística 
A avaliação da doseamento dos AHAs foi efectuada com base na aplicação de um 
modelo de ANOVA factorial (AHA, gelificante) com observações repetidas (tempo) e  
covariável (pH). A análise foi efectuada recorrendo ao módulo GLM do “software” 
estatístico Minitab 75. 
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
2.3.1. Selecção preliminar do agente gelificante   
A avaliação e selecção dos agente gelificantes mais adequados à formulação dos geles 
finais foi efectuada com base nas características físico-químicas dos geles de AHAs 
preparados numa fase preliminar (Tabela VI). 
Tabela VI– Propriedades da formulação de geles de AHAs utilizando diferentes agentes 
gelificantes 
Polímero ou 
agente gelificante pH Reologia 
Estabilidade físico-
química 
 
Goma Xantana 
Dificuldade no 
acerto a pH 3,5 
na altura do 
fabrico do gel. 
Pseudoplástico, 
com tixotropia 
A formulação 
apresenta bolhas de ar. 
HEC 3,5 Pseudoplástico Estável 
Goma guar 3,5 Pseudoplástico, com tixotropia 
Formação de um 
depósito durante o 
armazenamento. 
Goma esclerótica  3,5 Pseudoplástico Estável 
 
Observa-se pela análise da Tabela VI que os polímeros seleccionados diferem 
sobretudo na estabilidade físico-química da formulação final durante o armazenamento. 
Assim, os polímeros que revelaram ser os melhores candidatos foram: HEC e a goma 
esclerótica. Uma vez que a viscosidade da matriz do gel desempenha um papel muito 
importante no controlo da libertação dos AHAs a partir do veículo e, para ultrapassar esta 
potencial variação, depois de seleccionados os polímeros gelificantes, investigou-se qual a 
concentração a utilizar por forma a obter geles com viscosidades aparentes semelhantes 
(≈3,5Pa.s), à velocidade de 5rpm. A concentração final obtida foi de 1,10g para a HEC e 
1,50g para a goma esclerótica (ver Tabela V).  
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2.3.2. Características físico-químicas  
2.3.3. Geles de ácido glicólico utilizados no ensaio de permeação cutânea in vitro final: 
avaliação do pH, análise das propriedades reológicas e doseamento do ácido 
glicólico nos geles 
Avaliou-se o pH, as propriedades reológicas e quantificou-se o ácido glicólico nos 
geles preparados, após fabrico (24 h) e no tempo correspondente à realização do ensaio de 
permeação cutânea in vitro (15 dias), tendo-se determinado os valores de pH, doseou-se o 
ácido glicólico e obtiveram-se valores para a viscosidade aparente à velocidade de 5 rpm 
(Tabela VII). 
Tabela VII– pH, doseamento do ácido glicólico (média±desvio padrão, n=3), e viscosidade 
aparente à velocidade de 5 rpm, passadas 24h e 15 dias do fabrico dos geles de 
ácido glicólico. 
pH Doseamento do ácido glicólico (%) 
Viscosidade aparente 
x103mPa.s Formulação 
24h 15 dias 24h 15 dias 24h 15 dias 
GH 3,50±0,01 3,50±0,01 96,51±1,67 94,60±6,76 4,02±1,84 3,40±2,09 
GA 3,50±0,01 3,50±0,02 98,82±2,57 96,71±4,56 1,94±1,23 2,84±2,67 
GHB 3,50±0,01 3,50±0,01 99,13±2,13 94,61±7,86 3,92±1,20 4,48±2,10 
GAB 3,50±0,01 3,50±0,01 99,91±2,89 97,80±3,36 1,57±1,82 2,50±3,00 
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Figura 10– Reograma das formulações GH, GA, GHB, GAB, aos 15 dias. 
Para avaliação da permeação cutânea in vitro é necessário controlar variáveis tais 
como: o pH, a viscosidade, e a concentração do ingrediente, que potencialmente poderão ser 
responsáveis por diferenças na permeação entre as formulações em estudo. Os dados obtidos 
nos estudos in vitro e in vivo mostram que o processo é influenciado pelo tempo, pH, 
concentração do ingrediente, tipo e composição da formulação 36. O pH determina a fracção 
não ionizada do ingrediente disponível para a permeação, e a concentração do ingrediente 
determina a quantidade real aplicada sobre a pele. Da análise da Tabela VII observa-se que 
aos 15 dias, tempo correspondente à realização do ensaio de permeação cutânea in vitro, o 
pH, a viscosidade aparente e quantificação do ingrediente, apresentam valores semelhantes 
entre as formulações em estudo. A Figura 10 apresenta vários reogramas do ácido glicólico 
nas diferentes formulações de geles, 15 dias após o seu fabrico. Todos os geles revelaram um 
comportamento pseudoplástico tixotrópico com valor de cedência. No entanto, os geles GA e 
GAB suportam velocidades de corte mais elevadas, atingindo viscosidades aparentes mais 
baixas no ápice da curva, ao passo que os geles GH e GHB atingem uma viscosidade mais 
elevada para velocidades de corte mais baixas. 
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2.3.4. Geles de AHAs preparados para o estudo de estabilidade  
2.3.4.1. Caracteres Organolépticos 
Não se observaram variações nos caracteres organolépticos ao longo de 360 dias, à 
excepção da formulação LH, armazenada à temperatura de 37ºC, na qual se observaram 
alterações a partir dos 180 dias, com mudança de coloração, e da formulação GH armazenada 
à temperatura de 37ºC, que registou alteração da coloração aos 360 dias (Tabela VIII). 
A Figura 11 e a Figura 12 apresentam o aspecto macroscópico dos geles de AHAs 
formulados com o espessante HEC e goma esclerótica respectivamente. 
Tabela VIII - Caracteres Organolépticos dos geles de AHAs 
 GH GA 
 25 ºC 37 ºC 25 ºC 37 ºC 
 1 d. 360 d. 1 d. 360 d. 1 d. 360 d. 1 d. 360 d. 
Cor Incolor Amarelo Incolor 
Aspecto Límpido Límpido Translúcido 
Odor Inodoro Inodoro Inodoro 
 LH LA 
 25 ºC 37 ºC 25 ºC 37 ºC 
 1 d. 360 d. 1 d. 180 d. 1 d. 360 d. 1 d. 360 d. 
Cor Incolor Incolor Amarelo Incolor 
Aspecto Límpido Límpido Límpido Translúcido 
Odor Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro 
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Figura 11– Comparação visual dos geles GH (à esquerda) e GA (à direita), após fabrico. 
 
 
Figura 12– Comparação visual dos geles LH (à esquerda) e LA (à direita), após fabrico. 
2.3.4.2.  pH 
A evolução temporal dos valores de pH das diferentes formulações (Figura 13 e 
Figura 14) é semelhante em ambas as formulações, tanto à temperatura ambiente como a 
37ºC, verificando-se que até ao tempo 30 o pH regista valores médios próximos de 3,5. 
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Contudo, no tempo 60, regista-se uma ligeira diminuição do pH, que se mantém mais ou 
menos constante até ao tempo 300. Aos 360 dias, observa-se um aumento dos valores de pH, 
retomando os valores de iniciais de 3,5. A formulação constituída por ácido glicólico 
combinado com goma esclerótica apresenta maior variabilidade dos valores de pH ao longo 
dos 360 dias. 
A análise estatística dos resultados permite-nos concluir que não há diferenças 
estatisticamente significativas de pH entre as fórmulas (ácido glicólico e ácido láctico: 
pH=3,45), tendo sido encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os valores 
de pH associados aos gelificantes (goma esclerótica=3,49 e HEC=3,41). Tal como referido 
anteriormente os valores de pH apresentam variações significativas ao longo do tempo 
(Tabela IX), como resultado principalmente do um aumento de pH ao fim de 360 dias 
(Figura 14). Por outro lado a verifica-se também existir pouca replicabilidade no 
comportamento dos lotes pois foram identificadas variações estatisaticamente significativas 
entre eles. 
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Figura 13– Representação dos valores de pH para a fórmula GA e GH ao longo do tempo, 
para a temperatura ambiente e estufa (n=3). Apresentam-se os valores médios () e a 
respectiva variabilidade (máximos, mínimos e intervalos inter-quartis). 
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Figura 14– Representação dos valores de pH para a fórmula LA e LH ao longo do tempo, 
para a temperatura ambiente e estufa (n=3). Apresentam-se os valores médios () e a 
respectiva variabilidade (máximos, mínimos e intervalos inter-quartis). 
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Tabela IX-  Resumo da análise da variância para o pH  
Factor  Graus de Liberdade F P 
Fórmula 1, 276 0,75 0,385 (ns) 
Gelificante 1, 276 150,76 p < 0,001 (s) 
Fórmula*Gelificante 1, 276 120,38 p < 0,001 (s) 
Lote 1, 276 155,94 p < 0,001 (s) 
Tempo 1, 276 123,10 p < 0,001 (s) 
*ns – Estatisticamente não significativo   *s – Estatisticamente significativo 
2.3.5. Doseamento do ácido glicólico e láctico 
A Figura 15 e a Figura 16 representam os valores médios e a respectiva 
variabilidade no doseamento do ingrediente em função do gelificante e ao longo do tempo 
para as fórmulas constituídas por ácido glicólico e láctico. 
As percentagens de ácido glicólico detectadas em cada tempo, para as formulações 
(GH e GA) armazenadas à temperatura ambiente encontram-se dentro dos limites esperados 
até aos 300 dias, contudo aos 360 dias as percentagens de ácido glicólico excedem os limites 
aceitáveis 100±10%. Para as formulações LH e LA armazenadas a 37 ºC, registam-se 
percentagens inferiores aos limites aceitáveis aos 60 dias.  
Verifica-se que a formulação LH armazenada à temperatura ambiente (21ºC), no 
tempo 30 apresenta valores superiores aos limites aceitáveis ao passo que, para a formulação 
LA, os limites são ultrapassados ao tempo 60.  
Os geles LH e LA armazenados a 37 ºC, ultrapassam os limites aceitáveis ao tempo 7 
e apresentam ao longo dos 360 dias de armazenamento, percentagens mais elevadas de ácido 
láctico relativamente aos geles LH e LA armazenados à temperatura ambiente.  
Apontam-se como razões possíveis para o facto de as percentagens de ácido láctico 
detectadas em cada tempo se encontrarem acima dos limites esperados, a formação de 
subprodutos do ácido láctico: dímeros e ácidos polilácticos 32. Nos geles LH e LA 
armazenados a 37ºC ainda se supõe ter ocorrido alguma evaporação dos constituintes o que 
poderá ter favorecido a formação destes subprodutos por concentração do gel.  
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Figura 15– Doseamento das formulações GA e GH em função da duração do período de 
armazenamento a duas temperaturas diferentes. Apresentam-se os valores médios () e a 
respectiva variabilidade (máximos, mínimos e intervalos inter-quartis). 
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Figura 16– Doseamento das formulações LA e LH, em função da duração do período de 
armazenamento a duas temperaturas diferentes. Apresentam-se os valores médios () e a 
respectiva variabilidade (máximos, mínimos e intervalos inter-quartis). 
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Verifica-se que, a formulação GH armazenada à temperatura ambiente é a que 
apresenta menor variabiliadade dos valores de doseamento do AHA ao longo dos 360 dias de 
análise (Figura 15 e Figura 16). 
Do tratamento estatístico conclui-se que, apesar de se observarem diferenças 
estatisticamente significativas no doseamento dos ingredientes, este doseamento é 
independente do pH. Além disso, não existe interacção entre a fórmula e o agente gelificante 
o que nos permite concluir que as diferenças encontradas entre as fórmulas e os gelificantes 
são independentes entre si (Tabela X). As taxas de doseamento dos ácido glicólico são mais 
consistentes ao longo de todo o período de estudo, mantendo-se centradas à volta de 100%, 
para ambos os gelificantes (Figura 15). No caso do ácido láctico, as taxas de recuperação 
ultrapassam o valor de 100%, de forma crescente, a partir do dia 30 (Figura 16). 
 
Tabela X- Resumo da análise da variância relativo ao doseamento do AHA após 
transformação pelo Arco Seno da raiz quadrada da percentagem (%) de 
doseamento 
Factor Graus de Liberdade F P 
Fórmula 1, 111 11,280 0,001 (s)* 
Gelificante 1, 111 9,520 0,002 (s)* 
Fórmula*Gelificante 1, 111 3,641 0,058 (ns) 
pH 1, 111 0,280 0,601 (ns) 
Tempo 1, 111 24,521 p < 0,001 (s) 
*ns – Estatisticamente não significativo   *s – Estatisticamente significativo 
O método de HPLC/UV utilizado para o doseamento do ácido glicólico e láctico foi 
delineado de acordo com a recomendação “Note for guidance on validation of analytical 
procedures: Methodology (CPMP/ICH/281/95). Resumidamente, as três curvas de calibração 
foram construídas numa gama linear de concentrações para o ácido glicólico (20, 50, 100, 
200, 400, 500µg/ml) e para o ácido láctico (50, 100, 200, 400, 500µg/ml). A exactidão do 
método foi avaliada através do cálculo do erro relativo, que foi sempre menor que 1 (com 
excepção da concentração de 20µg/ml que foi menor que 3,9%). A precisão foi avaliada 
através do cálculo do coeficiente de variação, e foi menor que 1% (com excepção da 
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concentração de 20µg/ml que foi menor que 2,6%), considerando-se aceitável. A 
reproducitabilidade do método foi avaliada usando a análise de covariância (ANCOVA) 76. A 
quantificação do método revelou uma boa reproducitabilidade, uma vez que não foram 
encontradas diferenças estatisticamente significativas entre as três curvas de calibração, i.e. 
conclui-se que eram coincidentes (F4, 25 = 0,55; p=0,699) 
O doseamento do ácido glicólico nas alíquotas recolhidas nos ensaios de permeação 
cutânea in vitro, foi efectuada em HPLC. Para o efeito, construíram-se três curvas de 
calibração independentes num intervalo linear de (15, 25, 50, 100, 150, 200, 250µg/ml). A 
precisão do método foi avaliada através do cálculo do erro relativo que foi considerando-se 
aceitável (inferior a 2,9% para todas as concentrações com excepção da concentração de 15 
µg/ml em que foi inferior a 10,8%). A precisão, avaliada através do cálculo do coeficiente de 
variação, foi de 2,1% para todas as concentrações com excepção da concentração de 15µg/ml 
em que foi inferior a 10,8%, sendo considerada aceitável. A reproducitabilidade do método 
foi avaliada através de uma análise de covariância (ANCOVA) de acordo com  metodologias 
padrão 76. O método de quantificação demonstrou possuir uma boa reproducitabilidade uma 
vez que não se detectaram diferenças estatisticamente significativas entre as três curvas de 
calibração, i.e. verificou-se que as três rectas de calibração eram coincidentes (F4, 15=1,098; 
p=0,393) 
 
2.3.6. Caracterização Reológica 
As formulações GH armazenadas à temperatura ambiente e a 37ºC (Figura 17) 
apresentam comportamento não Newtoniano, pseudoplástico, com valor de cedência. À 
medida que aumenta a velocidade de corte, a viscosidade (declive da recta) diminui, mas o 
polímero recupera facilmente a sua estrutura após remoção da força aplicada o que se traduz 
nos ramos ascendente e descendente do reograma. A partir do tempo 180, os geles passam a 
suportar velocidades de corte superiores e a recuperação da viscosidade deixa de se observar. 
Verifica-se o aparecimento de uma notória ansa de histerese que sugere a existência de 
tixotropia. O sistema não recupera imediatamente a sua estrutura, apresentando na ansa 
descendente do reograma valores de tensão inferiores para cada valor de velocidade de corte. 
O gel apresenta tixotropia, o que é graficamente representado pelo desfasamento entre os dois 
ramos da curva. Surge no reograma a ansa de histerese.  
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Os valores de cedência para a formulação GH  (Tabela XI) diminuem ao longo dos 
300 dias, tal como os valores da viscosidade aparente. Esta tendência é mais acentuada para 
os geles armazenados a 37ºC. A formulação GA apresenta um comportamento inverso. 
 
 
 
 
 
Figura 17– Reogramas da formulação GH e GA (média ± desvio padrão) à temperatura de 
37ºC, (n=3) ao longo de 360 dias. 
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Tabela XI- Resumo dos valores de cedência (v.c.)  e viscosidades aparente (η app) (média; 
n=3) obtidos à velocidade de corte de 12,24 s-1 para as formulações GH e GA a 
duas temperaturas de armazenagem (21ºC e 37ºC). 
GH GA 
25 ºC 37 ºC 25 ºC 37 ºC 
 
v.c. 
(Pa) 
η app 
(Pa.s) 
v.c. 
(Pa) 
η app 
(Pa.s) 
v.c. 
(Pa) 
η app 
(Pa.s) 
v.c. 
(Pa) 
η 
app(Pa.s) 
1 dia 7,04 2,86 - - 4,64 0,58 - - 
30 dias 9,66 3,40 8,74 2,76 10,94 1,71 14,68 2,08 
90 dias 5,53 2,88 4,19 2,25 13,52 2,15 16,00 2,71 
180 dias 3,64 2,25 2,03 1,58 12,41 1,96 17,11 2,98 
300 dias 3,46 1,94 1,04 1,06 13,42 2,30 17,11 2,98 
360 dias 6,40 2,32 1,37 1,24 14,71 2,52 21,11 3,73 
 
A evolução do comportamento reológico para a formulação LH armazenada à 
temperatura ambiente e a 37ºC (Figura 18) é muito semelhante à descrita para a formulação 
GH.  
Constata-se a mesma alteração, a partir do tempo 180, do perfil reológico com 
diminuição das viscosidades aparentes. Apenas é observada tixotropia no tempo 180 para a 
formulação armazenada à temperatura ambiente.  
Relativamente à formulação LA armazenada à temperatura ambiente e a 37ºC 
(Figura 18), regista-se aos 300 dias o aparecimento de tixotropia. O aumento da viscosidade 
aparente a partir dos 300 dias, impossibilita obter reogramas a todas as velocidades de corte.  
Se compararmos os valores das viscosidades obtidas no viscosímetro com o 
espalhamento do gel sobre a pele, podemos inferir que a espalhabilidade da goma deverá ser 
mais agradável, porque se torna menos viscosa à medida que se aplica na pele, promovendo a 
formação de finas e fluidas camadas de gel. A partir do dia 300, observa-se um aumento 
notório da viscosidade aparente, com aparecimento de tixotropia.  No caso dos geles com 
HEC, a partir dos 180 dias surge a alteração do perfil reológico com aparecimento de 
tixotropia o que poderá ser interpretado como uma modificação da estrutura interna do 
polímero. Os valores de cedência para a formulação LH (Tabela XII) diminuem quando 
comparamos estes valores no dia 1 e ao dia 360. Esta tendência é mais acentuada para os 
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geles armazenados a 37ºC. Um comportamento inverso é observado para a formulação LA, à 
excepção dos valores de cedência a 37ºC que se mantêm mais ou menos constantes. 
Dos resultados obtidos podemos concluir que o comportamento reológico das 
formulações é determinado pelo gelificante. As formulações (Figura 17 e Figura 18) 
apresentam comportamento não Newtoniano, pseudoplástico, com valor de cedência, 
independentemente da temperatura de armazenamento. No caso das formulações baseadas em 
goma esclerótica (GA e LA), ocorre uma alteração do perfil reológico no tempo 300 com 
aparecimento de tixotropia. No caso dos geles formulados com HEC, a tixotropia surge ao 
fim de 180 dias. Os valores de cedência (Tabela XI e Tabela XII) aumentam ao longo dos 
360 dias tal como os valores da viscosidade aparente, sendo esta tendência um pouco mais 
acentuada para os geles armazenados a 37ºC. 
Para o gel GA armazenado a 37ºC, o reograma dos 360 dias, afigura-se um pouco 
atípico uma vez que à velocidade de corte de aproximadamente 20s-1 as ligações da estrutura 
polimérica quebraram, com consequente fluidificação. Este perfil não se enquadra nos 
reogramas traçados nas datas anteriores. 
 
Figura 18– Reogramas da formulação LH e LA (média ± desvio padrão) à temperatura de 
37ºC, (n=3) ao longo de 360 dias. 
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Tabela XII- Resumo dos valores de cedência (v.c.)  e viscosidades aparente (η app) (média; 
n=3) obtidos à velocidade de corte de 12,24 s-1 para as formulações LH e LA a 
duas temperaturas de armazenagem (ambiente 21ºC e 37ºC). 
LH LA 
25 ºC 37 ºC 25 ºC 37 ºC 
 
v.c. 
(Pa) 
η app 
(Pa.s) 
v.c. 
(Pa) 
η app 
(Pa.s) 
v.c. 
(Pa) 
η app 
(Pa.s) 
v.c. 
(Pa) 
η app 
(Pa.s) 
1 dia 22,41 3,33 - - 12,00 1,50 - - 
30 dias 9,94 3,62 15,13 2,81 13,38 2,11 21,11 3,06 
90 dias 6,10 3,07 5,28 2,49 15,22 2,58 20,00 3,25 
180 dias 2,95 2,08 1,92 1,68 14,61 2,68 21,91 2,90 
300 dias 5,47 1,96 1,92 1,68 17,00 3,12 19,30 4,56 
360 dias 3,88 1,96 6,53 2,21 19,61 3,49 21,72 3,94 
 
2.3.7. Controlo Microbiológico 
Os resultados obtidos estão dentro dos limites especificados na Farmacopeia Europeia 
4ª ed., à excepção da formulação LH armazenado a 37ºC que apresentou contaminação por 
fungos e leveduras aos 300 dias de armazenagem e, da formulação GH armazenada a 37ºC, 
que apresentou contaminação bacteriana aos 360 dias. As restantes formulações apresentam-
se perfeitamente conservadas durante os 360 dias de armazenamento (Tabela XIII). 
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Tabela XIII– Resultados das análises microbiológicas efectuadas aos geles (GH, GA, LH e 
LA) ao longo do tempo.  
GH  GA  
25 ºC 37 ºC 25 ºC 37 ºC 
 
24h 360 d. 24h 300 d. 24h 360 d. 24h 360 d. 
Germes Totais 
(u.f.c./ml) 0 0 0 52 0 0 0 0 
Bolores/Leveduras 
(u.f.c./ml) 0 0 0 0 0 0 0 0 
LH LA 
25 ºC 37 ºC 25 ºC 37 ºC 
 
24h 360d. 24h 300 d. 24h 360d. 24h 360 d. 
Germes Totais 
(u.f.c./ml) 0 0 0 0 0 0 0 0 
Bolores 
/Leveduras 
(u.f.c./ml) 
0 0 0 >102 0 0 0 0 
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3.1.  INTRODUÇÃO 
A avaliação da permeação cutânea pode ser feita por métodos in vitro e in vivo. Os 
ensaios in vitro não reflectem exactamente aquilo que acontece in vivo mas são uma 
alternativa interessante quando se pretende optimizar a composição da formulação, estudar as 
interacções entre as substâncias e a pele, e avaliar a segurança da substância.  
Para avaliação in vitro da permeação cutânea de uma substância através da pele, 
utilizam-se células de permeação, denominadas células de Franz. Estas células possuem dois 
compartimentos separados por uma membrana. A formulação a estudar deverá ser aplicada 
no compartimento dador. O fluído receptor contacta directamente com a superfície inferior da 
membrana. Entre as duas fases podem-se utilizar membranas sintéticas, dentro das quais se 
destacam: membranas celulose, derivados da celulose, celofane e membranas de polímeros 
(silicone). Para além das membranas sintécticas utilizam-se culturas celulares que mimetizam 
a pele, e fragmentos de pele humana obtidos a partir de cirurgias.  
A selecção das membranas poderá estar relacionada com a solubilidade dos 
ingredientes e/ou com a capacidade de mimetizar as caraterísticas do tecido cutâneo. Nas 
guidelines da OECD recomenda-se a impregnação das membranas sintéticas com miristato de 
isopropilo para aumentar a lipofilicidade 77.  
A utilização de pele humana obtida após uma cirugia, é a membrana recomendada por 
possibilitar que as condições experimentais se aproximem da realidade.  
As membranas sintéticas têm sido utilizadas para desenvolver métodos simples e 
reprodutíveis de controlo de preparações de consistência semi-sólida 30. São seleccionadas 
numa fase preliminar, sendo mais homogéneas que a pele, simplificando assim a análise dos 
dados, tornando mais fácil estabelecer limitações à técnica experimental. 
Uma vez que existe uma correlação aceitável entre os dados obtidos in vitro e in vivo 
recorre-se sempre que possível aos ensaios in vitro, o que permite economizar tempo e 
dinheiro, no desenvolvimento de produtos de aplicação tópica ou cosméticos. [13] 
Numa fase preliminar optou-se por estudar a permeação cutânea in vitro do ácido 
glicólico, apenas a partir das matrizes constituídas pelo gelificante HEC, uma vez que é um 
ingrediente mais disponível e com menor custo relativamente ao gelificante goma esclerótica. 
Os geles foram avaliados através de membranas de nitrato de celulose e silicone. Para ambas, 
foi estudada a influência da impregnação com miristato de isopropilo durante trinta minutos. 
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Os resultados obtidos permitiram seleccionar a membrana sintética cujo perfil de permeação 
mais se aproximava das características de lipofilia do tecido cutâneo.  
A etapa seguinte envolveu a avaliação do perfil de permeação cutânea in vitro, através 
de membranas de silicone, de geles constituídos por ácido glicólico e HEC, na presença e 
ausência  do promotor cutâneo bisabolol.  
A decisão de adicionar bisabolol à formulação desenvolvida, baseou-se no facto de 
ser um ingrediente cosmético amplamente usado nas formulações constituídas por AHAs, 
disponíveis no mercado. A legislação nacional estabelece que um produto cosmético deve 
apresentar uma acção exclusivamente a nível tópico. Neste sentido, o Decreto-Lei 
nº142/2005 estabelece o regime jurídico para os produtos cosméticos e de higiene corporal,  
definindo que “os produtos cosméticos comercializados no seio da Comunidade não podem 
causar problemas de saúde se utilizados em condições razoavelmente previsíveis”. No artigo 
2º do referido Decreto-Lei, um produto cosmético é definido como “qualquer substância ou 
preparação destinada a ser posta em contacto com as diversas partes superficiais do corpo 
humano, designadamente epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, lábios, e órgãos genitais 
externos, ou com os dentes e as mucosas bucais, com a finalidade de, exclusiva ou 
principalmente, os limpar, perfumar, modificar o seu aspecto, proteger, manter em bom 
estado ou de corrigir os odores corporais” 78. Uma vez que o objectivo deste trabalho era o 
desenvolvimento de uma formulação segura e inócua que não penetrasse através do EC, 
decidiu-se avaliar se a adição de bisabolol influenciava o perfil de permeação do ingrediente. 
Foram estudadas duas concentrações de bisabolol (0,2%, 0,5%). 
Numa última fase e, de acordo com os resultados obtidos na fase preliminar, 
efectuaram-se ensaios de permeação in vitro para avaliar os perfis de permeação através da 
membrana sintética de silicone e pele humana do ácido glicólico a partir de geles formulados 
com dois gelificantes, na presença e ausência do promotor cutâneo bisabolol. 
3.2. MATERIAL E MÉTODOS 
3.2.1.  Matérias-primas 
3.2.1.1. Reagentes 
Tampão fosfato pH 7,4 (FP 8), miristato de isopropilo (José Vaz Pereira S.A.). 
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3.2.1.2. Membranas utilizadas nos ensaios de permeação in vitro 
3.2.1.2.1 Membranas sintéticas 
o Membranas de nitrato de celulose (Orange Scientific com uma porosidade de 0,45 
µm) 
o Membranas de silicone com uma espessura de 300 µm, não porosa (Samco, UK) 
o Membranas de silicone com uma espessura de 127µm, não porosa (ref. 500-1S, 
SIL-TEC® Medical Grade Silicone, Technical Products Inc. of GA, USA) 
Tabela XIV –Resumo das características das membranes sintéticas utilizadas nos ensaios de 
permeação in vitro. 
Membranas 
sintéticas 
Lipofilia Porosidade Origem 
Nitrato de celulose Hidrofílica 0,45µm Orange Scientific 
Silicone* Lipofílica Não porosa Samco, UK 
Silicone** Lipofílica Não porosa Technical Products, 
USA 
*- Membrana utilizada nos ensaios preliminares de difusao in vitro. 
**- Membrana utilizada nos ensaios finais de permeação cutânea in vitro.  
3.2.1.2.2 Membrana biológica 
O tecido cutâneo proveio de uma intervenção cirúrgica de redução mamária e 
abdominal a uma caucasiana de 20 anos. Após excisão, foi mantido em soro fisiológico a 2-
8ºC e, posteriormente congelado a -20ºC até realização do ensaio. 
3.2.1.3. Equipamentos 
- Placa de agitação para células de Franz: Multimatic-9S 
- Cabeça de aquecimento para células de Franz Julabo 
- Células de Franz: compartimento receptor com um volume de 5mL e área de 
permeação de 0,98 cm2 
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3.3. GELES USADOS NOS ENSAIOS DE PERMEAÇÃO CUTÂNEA IN VITRO 
A preparação e caracterização físico-química dos geles utilizados para avaliação da 
permeação cutânea in vitro do ácido glicólico (GA, GH, GAB, GHB), encontra-se descrita no 
capítulo 2. 
3.4. ENSAIOS DE PERMEAÇÃO CUTÂNEA IN VITRO 
3.4.1. Células de Permeação 
Neste estudo foram utilizadas células de Franz de fluxo estático Figura 19. Estas 
células são verticais e constituídas por dois compartimentos, superior e inferior. Estes 
compartimentos encontram-se separados por uma membrana. O compartimento receptor pode 
possuir volumes variáveis, tal como a área de permeação. Neste trabalho utilizaram-se células 
de Franz com um compartimento receptor com um volume nominal de 5,0ml e uma área de 
permeação de 0,98cm2 separado do compartimento superior por membranas sintéticas de 
nitrato de celulose, silicone e pele humana.  
 
Figura 19– Células de permeação de Franz. (adaptado de 
http://home.comcast.net/~RHdesign/2006conrexweb/images/franz.gif. Extraído em 
08/02/2007). 
3.4.2. Condições do ensaio 
1. Antes de iniciar o ensaio de permeação cutânea, a pele foi descongelada; 
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2. A epiderme humana (EC e epiderme viável) foi obtida por um processo térmico 
77. Para separação da membrana, o tecido foi mergulhado numa solução tampão 
fosfato isotónico a pH 7,4, a 60ºC± 2ºC durante 45 segundos; 
3.  Retirou-se para uma caixa-de-petri contendo tampão fosfato e removeu-se, 
delicadamente, a epiderme por meio de pinças; 
4.  Assegurou-se que a membrana permaneceu esticada durante o corte das porções 
com o bisturi; 
5. Encheu-se o compartimento inferior das células de Franz com tampão fosfato pH 
7,4 e introduziu-se o agitador magnético; 
6. Transferiu-se a membrana para a superfície do compartimento receptor, esticou-se 
muito bem, assegurando que não ficavam bolhas de ar, e recobriu-se com o 
compartimento superior, vedando a interface com parafilme e a mola de 
sustentação; 
7. Foi aplicada uma dose infinita de 200mg de gel (contendo 0.02% de ácido 
glicólico) no compartimento dador, e este manteve-se aberto para o exterior no 
decorrer da experiência;  
8. Colocaram-se as células no suporte e introduziram-se no banho de aquecimento a 
32ºC(± 1ºC), através de um banho de água termostatizado a 37ºC; 
9. A duração do ensaio foi de 24h. Em intervalos de tempo pré-determinados, foram 
recolhidas alíquotas de 1mL usando uma seringa graduada com bico flexível. O 
volume total de tampão foi mantido ao longo do ensaio por reposição do volume 
da alíquota com tampão fosfato 
10. Um desenho de medições repetidas, usando 6 replicados de células por 
formulação, foi usado para estabelecer os perfis de permeação cutânea do ácido 
glicólico. 
 
NOTA: A montagem das células com a membrana de nitrato de celulose e silicone é 
feita da mesma forma que foi descrita a partir do ponto 5 sendo que, no ponto 6, a membrana 
sintética é cortada e transferida para a superfície do compartimento receptor.  
3.4.3. Doseamento do ingrediente 
O doseamento do ácido glicólico nas amostras recolhidas durante os ensaios 
de permeação cutânea in vitro, foi realizada por HPLC de acordo com o método 
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descrito por Wei Sheng et al. 55. As curvas de calibração foram construídas e 
validadas para as seguintes concentrações: 15, 25, 50, 100, 150, 200, 250µg/ml. 
3.4.4. Análise dos resultados 
Após a análise das amostras por HPLC calculou-se a quantidade cumulativa de AHA 
absorvida (µg) por unidade de área de membrana (cm2), e representou-se graficamente em 
relação ao tempo (h). O fluxo do pseudo-steady state (Js) é dado pelo declive da recta que 
traduz o perfil de cedência enquanto que, o tempo de latência, resulta da intercepção dessa 
mesma recta com o eixo dos xx. O coeficiente de permeabilidade (Kp) foi posteriormente 
calculado utilizando a seguinte relação: Kp = Js/Cv, onde Cv é a concentração de substância 
penetrante no compartimento dador.  
A reproducitabilidade dos resultados obtidos pelas células de Franz, foi avaliada 
através da utilização de ANOVA para observações repetidas, utilizando as transferências 
cumulativas como variável e a célula de Franz como factor. 
3.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os ensaios de permeação utilizando membranas sintéticas são de grande importância 
para a optimização de formulações especialmente nas fases iniciais do processo. Apesar 
destas não se assemelharem à complexidade do tecido cutâneo, permitem de uma forma 
aproximada, prever a quantidade e forma como as substâncias se libertam do veículo e 
penetram através de barreiras lipofílicas, que pretendem simular as características do EC. 
Assim, estes ensaios só são realizados numa fase mais tardia do processo de formulação, após 
o estudo da mesma através de membranas sintéticas. 
Na fase preliminar dos ensaios de permeação cutânea in vitro, foram avaliados os 
perfis de permeação do ácido glicólico, a partir da formulação GH através de dois tipos de 
membranas sintéticas, uma com carácter hidrofílico e porosa (nitrato de celulose) e, outra 
lipofílica não porosa (silicone). No sentido de aproximar estas membrana da lipofilia 
característica do tecido cutâneo foi avaliada a impreganação das mesmas em miristato de 
isopropilo durante trinta minutos. 
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3.5.1. Estudos preliminares 
3.5.1.1. Ensaios de permeação in vitro  
A Figura 20 apresenta os perfis de permeação do ácido glicólico através de 
membranas de nitrato de celulose e silicone. O perfil de permeação do ácido glicólico através 
de membranas de silicone impregnadas (activadas) com miristato de isopropilo não está 
representado graficamente, uma vez que ao longo das vinte e quatro horas de duração do 
ensaio não foi possível detectar a presença do ácido glicólico nas alíquotas recolhidas. 
A membrana de nitrato de celulose não impregnada com miristato de isopropilo (não 
activada), apresenta fluxos muito elevados Tabela XV, o mesmo se verifica para o 
coeficiente de permeabilidade (Kp). Em relação ao tempo de latência, os valores obtidos são 
muito pequenos (inferiores a 10 minutos), e a resistência inicial que a membrana de nitrato de 
celulose oferece à libertação do ácido glicólico é baixa, indicando que é apropriada para 
estudos de libertação do ingrediente a partir dos veículos desenvolvidos. 
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Figura 20– Perfil de permeação do ácido glicólico a partir da formulação GH, através de 
membranas de nitrato de celulose, nitrato de celulose impregnada com miristato 
de isopropilo (NC activada) e silicone (média±desvio padrão, n=3). 
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Tabela XV- Parâmetros para a formulação GH, através de membranas de nitrato de celulose 
e silicone com impregnação (activadas) e sem impregnação (não activadas) por 
miristato de isopropilo (média±erro padrão, n=3). 
 
Fluxo 
(µg/cm2/h) 
Tempo de 
latência (h) Kp (*10
-4 cm/h) 
 NC 46,0±1,5 1,6 4,4 
Activadas Silicone - - - 
 NC 905,8±21,1 0,8 87,3 
Não activadas 
Silicone 23,8±3,4 16,7 2,3 
 
A membrana de silicone apresenta um fluxo e um coeficiente de permeabilidade 
muito menor, e um tempo de latência superior, em relação à membrana de nitrato de celulose 
activada (Tabela XV). Para a membrana de silicone activada com miristato de isopropilo não 
se verificou qualquer fluxo de ácido glicólico. 
 O carácter hidrofílico e poroso da membrana de nitrato de celulose não activada, 
permite uma elevada passagem do ácido glicólico. Contudo, quando activada pelo miristato 
de isopropilo, adquire um filme lipofílico que dificulta a passagem do ácido glicólico 
resultando numa redução do fluxo. A activação da membrana de silicone resulta na não 
detecção de ácido glicólico pois a lipofilicidade da membrana que daí resulta impede a 
passagem do ácido glicólico.  
3.5.1.2. Influência do Bisabolol (0,2%, 0,5%) no perfil de permeação do Ácido Glicólico 
A permeação dos geles com ácido glicólico e bisabolol nas concentrações de (0,2% e 
0,5%) foi realizada em células de Franz usando membranas de silicone previamente 
activadas, com miristato de isopropilo, e os fluxos observados são superiores às membranas 
de silicone sem activação (Figura 21, Tabela XVI). 
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Figura 21– Perfil de permeação do ácido glicólico a partir da formulação GHB com 0,2% e 
0,5% de bisabolol através de membranas de silicone activadas e não activadas (média±desvio 
padrão, n=3). 
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Tabela XVI - Parâmetros para a formulação GH, através de membranas de silicone 
com impregnação (activadas) e sem impregnação (não activadas) por miristato de isopropilo 
(média±erro padrão, n=3). 
Formulação Membrana Fluxo (µg/cm2/h) 
Coeficiente 
de Variação 
do fluxo 
(%) 
Tempo de 
latência (h) 
Kp (*10-4 
cm/h) 
Activada 69,2±8,4 21% 3,9 6,7 
0,2 Bisabolol Não Activada 15,2±3,9 44% 4,8 1,5 
Activada 66,9±15,2 39% 9,9 7,9 
0,5 Bisabolol 
Não Activada 18,2±1,2 11% 1,7 1,8 
 
 
Figura 22- Comparação dos fluxos (±erro padrão) de ácido glicólico medidos para as duas 
formulações de bisabolol (GH 0,2%Bisabolol e GH 0,5% Bisabolol) envolvendo membranas 
activadas e não activadas de silicone. 
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A presença do bisabolol confere um fluxo de ácido glicólico superior ao registado 
para o gel controlo sem bisabolol, o que confirma a sua acção como promotor da permeação 
cutânea. Em relação ao tempo de latência verifica-se uma diminuição do mesmo para os geles 
com concentração de 0,5% de bisabolol através de membrana de silicone. 
Os resultados obtidos permitem verificar que há maior permeação para as membranas 
de silicone activadas. Isto pode ser explicado pela adesão do miristato de isopropilo às 
mesmas e possível revestimento dos pequenos poros da membrana. O bisabolol, tal como o 
miristato de isopropilo, apresentam lipofilias elevadas, facilitando a passagem do bisabolol 
estará facilitada para as membranas impregnadas com miristato de isopropilo. Para além 
disto, se existir interacção entre o bisabolol e o ácido glicólico, a permeação do ácido 
glicólico estará aumentada para as membranas de silicone activadas. Esta interacção pode 
permitir não apenas a dimimuição da ionização do ácido glicólico como também o seu 
transporte através destas membranas muito lipofílicas. Ao activar as membranas de silicone 
com miristato de isopropilo, poder-se-á estar a promover interacção do miristato com o 
bisabolol. 
Não foi possível determinar o valor de ER, pois este valor seria infinito, uma vez que 
o fluxo na ausência de promotor cutâneo foi nulo. 
O coeficiente de permeabilidade (Kp) teórico através da pele humana, para não 
electrólitos em solução aquosa, é dado por 36: 
Log Kp (cm/h) = -6,36 (±0,18) + 0,74 (±0,07) ×  log Po/a - 0,006 (±0,0006) × PM (6) 
Segundo esta expressão, quando a lipofilia da substância penetrante aumenta e o seu 
peso molecular diminui, há um aumento do coeficiente de permeabilidade, que traduz a 
rapidez com que a substância se difunde 79. 
Teoricamente, uma vez que o peso molecular do ácido glicólico é 76,05 e o log P o/a 
varia entre -1,38 e -1,11, por aplicação de (6), verifica-se que Kp teórico se situa entre 3×10-5 
a 2×10-4 cm/h 36.   
Os valores de coeficiente Kp obtidos experimentalmente (1,5x10-4 e 1,8x10-4) para o 
ácido glicólico através de membranas não activadas com miristato de isopropilo, não diferem 
muito dos determinados a partir desta expressão, sendo por isso estas membranas 
consideradas aceitáveis como modelo da pele.  
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A variabilidade dos fluxos de ácido glicólico, obtidos para a membrana de silicone 
não activada (Figura 22), é inferior à variabilidade observada para a membrana de silicone 
activadas. Contudo, os coeficientes de variação médios para os dois tipos membrana, são 
muito semelhantes. Não foram encontradas diferenças significativas entre as rectas de 
regressão (Figura 21) utilizadas para o cálculo dos fluxos (declive das rectas) (ANCOVA: 
F6, 8 = 1,215; p=0.388), pelo que, também não foram detectadas diferenças significativas entre 
os declives das mesmas.  
Os fluxos, para as duas concentrações de bisabolol estudadas, também não 
apresentam diferenças estatisticamente significativas (ver sobreposição dos intervalos de 
confiança dos fluxos na Figura 22). Além disso, verifica-se ainda que as duas concentrações 
de bisabolol apresentam valores idênticos, quer se considerem as membranas activadas ou as 
membranas não activadas. 
Face aos resultados obtidos, selecionou-se a membrana de silicone não activada, e o 
gel de HEC com concentração de 0,2% de bisabolol para os ensaios finais de permeação 
cutânea.  
3.5.2. Ensaios de permeação in vitro finais 
Os resultados dos ensaios preliminares de permeação in vitro do ácido glicólico 
utilizando membranas de nitrato de celulose e membranas de silicone, revelaram que não 
existe correlação entre estes dois tipos de membranas. As membranas de nitrato de celulose 
mostraram ser muito hidrofílicas, permitindo a permeação de grandes quantidades de ácido 
glicólico, quando activadas a permeação é inferior porém superior ao silicone sem activação. 
As membranas de silicone pelas suas propriedades lipofílicas são muito menos permeáveis ao 
ácido glicólico, não se verificando qualquer permeação quando activadas com miristato. 
Porém, a activação das membranas de silicone, introduz variabilidade nos fluxos observados 
e, o miristato interfere com o bisabolol. Para ultrapassar esta limitação os ensaios de 
permeação finais, foram realizados utilizando uma membrana de silicone sem activação pelo 
miristato de isopropilo. 
Para as concentrações de bisabolol estudadas, não existe uma relação concentração 
dependente, assim nos ensaios finais estudou-se apenas a concentração mais baixa (bisabolol 
a 0,2%).  
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3.5.2.1. Ensaio de permeação cutânea in vitro 
A permeação cutânea in vitro do ácido glicólico através de membranas de pele 
humana e de silicone foi investigada a partir de formulações de geles preparados com 
diferentes agentes gelificantes (HEC e goma esclerótica), com e sem bisabolol.  
Nenhuma das células, relativas às formulações GH e GA sem bisabolol apresentou, 
durante as 24h de duração do ensaio, ácido glicólico (em níveis detectáveis) no 
compartimento inferior. Nas formulações contendo bisabolol o ácido glicólico foi doseado 
nas alíquotas recolhidas, com excepção das células de Franz com membrana de silicone 
contendo a formulação GAB. 
O perfil de permeação do ácido glicólico para a formulação GHB é semelhante para a 
pele (Figura 23) e para o silicone (Figura 24).  
O comportamento típico esperado para permeação da formulação GHB (Figura 23 e 
Figura 24) não foi observado. A massa cedida de ácido glicólico aumenta rapidamente, logo 
que se inicia o ensaio, não aumentando de forma regular e significativa com o decorrer 
tempo, não sendo possível calcular o tempo de latência3. Este tipo de perfil poderá ser 
explicado pelo mecanismo de promoção da permeação cutânea proposto para os terpenos 22, 
uma vez que causam disrupção da membrana cutânea reversível, permitindo a passagem de 
substâncias hidrófilas.  
Uma vez que o bisabolol se encontra termodinamicamente instável no gel formulado, 
a tendência é que em contacto com uma barreira hidrófoba como o silicone ou pele, tenha 
afinidade para esta, libertando-se rapidamente do veículo, induzindo alterações na barreira 
que possibilitam a passagem do ácido glicólico, este processo é rápido e reversível, e por isso 
a libertação dá-se imediatamente e termina logo que cessa a libertação do bisabolol e a 
barreira volta ao estado inicial. 
Para se calcular o tempo de latência, deveriam se repetidos os ensaios de permeação, 
retirando mais alíquotas durante a primeira hora, por exemplo ao fim de 5, 10, 20, 30, 60 
minutos. 
                                                
3
 Os cálculos do valor do tempo de latência resultariam em desfasamentos negativos pois, o intercepto 
das rectas de regressão é positivo, tanto para as membranas de silicone como para a pele, quando o valor 
esperado deveria ser negativo para que o tempo de latência fosse positivo. 
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A formulação GAB (Figura 25) apresenta um perfil de libertação do ácido glicólico 
que permite o cálculo do fluxo (6,9µg/cm2/h) , tempo de latência (5h), e Kp (1,6cm/h). A 
massa cedida de ácido glicólico na formulação GAB é inferior à formulação GHB (Figura 24 
e Figura 25). O início da libertação do ácido glicólico é mais tardio, e para as membranas de 
silicone indetectável. Este facto poder-se-á dever à libertação do bisabolol do gel formado 
pela goma esclerótica.  
Nestas condições experimentais, verifica-se existir uma forte correlação entre os 
perfis de permeação da formulação GHB através da pele e das membranas de silicone 
(Figura 26).  
 
Figura 23– Perfil de permeação cutânea da formulação GHB através de membranas de pele 
humana, (média±desvio padrão, n=6). 
  
Figura 24– Perfil de permeação cutânea da formulação GHB através de membranas 
sintéticas de silicone, (média±desvio padrão, n=6).  
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Figura 25– Perfil de permeação cutânea da formulação GAB através de membranas de pele 
humana, (média±desvio padrão, n=6).  
Além das dificuldades técnicas associadas ao cálculo dos parâmetros de permeação 
para a formulação GHB (Figura 23 e Figura 24), observou-se em todos os ensaios, uma 
elevada variabilidade entre células de Franz (i.e. baixa reproducitabilidade), em todos os 
ensaios (i.e. existem diferenças estatisticamente significativas para os perfis de permeação de 
cada célula para um dado ensaio, ver Tabela XVII) 
Tabela XVII- Tabelas resumo de análise de variância (ANOVA para observações repetidas) 
relativas à comparação da massa cedida cumulativa de cada célula nos ensaios 
correspondentes às diferentes combinações de membrana e formulação. 
Membrana / Formulação Factor F  P 
Célula de Franz F5, 25 = 14,15 0,000 (S) 
Pele GHB 
Tempo (h) F5, 25 = 2,32 0,074 (NS) 
Célula de Franz F4, 19 = 28,24 0,000 (S) 
Silicone GHB 
Tempo (h) F4, 19 = 3,66 0,017 (S) 
Célula de Franz F5, 25 = 7,62 0,000 (S) 
Pele GAB 
Tempo (h) F5, 25 = 4,52 0,005 (S) 
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Figura 26– Relação entre as massas cedidas para a formulação GHB através de membranas 
de silicone e de pele (média±desvio padrão, n=6). 
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O uso de AHAs representou um dos maiores pontos de viragem na tecnologia 
cosmética do anti-envelhecimento. Uma compreensão mais aprofundada das especificidades 
relativas à formulação com AHAs permitirá o desenvolvimento de formulações mais seguras 
e eficazes para o consumidor final. 
Tem-se observado uma transferência directa das técnicas usadas em dermatologia 
para a cosmética, com o objectivo de aumentar a penetração das substâncias activas, sem a 
correspondente avaliação dos riscos e consequências para o consumidor. Estas, podem variar 
desde pequenas irritações cutâneas e queimaduras químicas até, efeitos deletérios a longo 
prazo. Torna-se fundamental o equilíbrio entre a eficácia da formulação e a sua segurança. 
De acordo com as recomendações do CIR, FDA e outras entidades internacionais, as 
concentrações de ácido glicólico, ácido láctico e seus derivados, nos cosméticos, não devem 
ultrapassar os 10% (p/p), com um pH superior ou igual a 3,5  36,80,81. 
O objectivo deste trabalho foi o desenvolvimento de formulações contendo AHAs, 
que  respeitem as recomendações técnicas e legais em vigor, e que apresentem segurança para 
o consumidor, mantendo a eficácia desejada. 
Os estudos de avaliação da estabilidade das quatro formulações incialmente 
desenvolvidas, baseadas em combinações de ácido glicólico e de ácido láctico com dois 
agentes gelificantes (HEC e goma esclerótica), permitiram concluir que: 
- a formulação com HEC apresenta alterações reológicas aos 180 dias, ao passo que 
para a formulação com goma esclerótica se revela mais estável, apresentando alterações após 
os 300 dias; 
- apesar de ocorrerem ligeiras flutuações de pH em todas as formulações essas 
flutuações não interferem com o doseamento do AHA; 
- enquanto que as formulações de ácido glicólico se mantiveram estáveis até aos 300 
dias, a formulação de ácido láctico revelou-se altamente instável, apresentando alterações 
significativas ao fim de 30 dias de armazenamento; 
- apesar da formulação de ácido glicólico com goma esclerótica apresentar uma 
variabilidade significativa de pH, esse facto não influenciou a estabilidade da formulação, 
pois os doseamentos mantiveram-se relativamente estáveis.  
Nos ensaios preliminares de permeação cutânea in vitro estudou-se apenas o perfil do 
ácido glicólico a partir de geles formados com HEC na presença e ausência do bisabolol (0,2 
e 0,5%), tendo-se concluído que: 
- os resultados obtidos com membranas hidrofílicas (nitrato de celulose) activadas, 
diferem substanciamente dos resultados obtidos com membranas lipofílicas (silicone); 
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- a adição de um promotor cutâneo (bisabolol) às formulações de ácido glicólico, 
promove a permeação do ácido glicólico através das membranas de silicone (activadas e não 
activadas) confirmando a sua acção como promotor cutâneo, sendo independente da 
concentração; 
- verificou-se existir um grau de variabilidade elevado entre os perfis de permeação 
das células de Franz em todos os ensaios. 
Consequentemente, optou-se por realizar os ensaios finais de permeação recorrendo a 
uma formulação de ácido glicólico e 0,2% de bisabolol, em combinação com os dois tipos de 
gelificante previamente estudados (HEC e goma esclerótica). A permeação foi avaliada em 
células de Franz, com membras de silicone não activadas e pele. De um modo geral, o 
presente estudo, confirma os resultados obtidos por outros autores no que se refere ao papel 
do tempo, pH, concentração do ingrediente, tipo e composição da formulação 36. 
As conclusões finais dos ensaios de permeação in vitro indicam que: 
-não existe permeação cutânea para nenhuma das formulações desenvolvidas na 
ausência de bisabolol. 
- existe uma reduzida permeação da formulação de goma esclerótica através da pele; 
- apesar de se ter observado uma permeação idêntica para a pele e para a membrana 
de silicone relativamente à formulação de ácido glicólico e HEC, esta correlação não pôde ser 
confirmada para a combinação de ácido glicólico e goma esclerótica, por não ter sido 
detectada qualquer permeação em associação com a membrana de silicone; 
-confirma-se a actividade do bisabolol como promotor cutâneo da permeação do ácido 
glicólico. 
-a massa cedida foi superior à observada para a formulação de ácido glicólico com 
goma esclerótica. Porém, o ensaio não permite calcular o tempo de latência. 
Assim, considerando os resultados obtidos pode considerar-se que: 
- a formulação de gel de ácido glicólico com goma esclerótica apresenta uma maior 
estabilidade ao longo de 300 dias; 
- o bisabolol, frequentemente adicionado às formulações constituídas por AHAs, além 
das suas propriedades cicatrizantes, calmantes, anti-irritantes, anti-inflamatórias, anti-
bacterianas e anti-micóticas, pode ser vantajosamente utilizado, em baixas concentrações, 
para promoção da permeação cutânea do ácido glicólico, funcionando como promotor de 
absorção, e proporcionando uma actuação do ingrediente a um nível mais profundo. 
- em condições particulares devidamente comprovadas, as membranas de silicone 
podem ser utilizadas em substituição de pele para estudos de permeação. 
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No futuro, seria necessário delinear um protocolo experimental que permitisse 
estabelecer o perfil de permeação da formulação de ácido glicólico com HEC, na primeira 
hora de permeação cutânea. 
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